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Rostliny jsou ve svém přirozeném prostředí často vystaveny působení více stresových 
faktorů najednou. Při kombinaci stresových podmínek se signální dráhy, kterými rostlina 
odpovídá na jednotlivé stresové faktory mohou navzájem ovlivňovat, čímţ vzniká úplně 
nová odpověď rostliny vůči působení kombinace stresových faktorů. Teplotní stres 
zvýšenou expresí proteinů teplotního šoku (HSP70) ovlivňuje průběh virové infekce. Na 
jednou stranu se HSP70 mohou podílet na opětovném sbalení poškozených proteinů, na 
druhou stranu tyto proteiny mohou interagovat s virovými proteiny a usnadňovat propagaci 
replikačních komplexů viru.  
Ve dvou biologických pokusech byl v této diplomové práci  sledován vliv teplotního šoku 
(42°C, 2 hod.) aplikovaného před nebo po inokulaci Y virem bramboru (PVY
NTN
) na 
průběh virové infekce v rostlinách Nicotiana tabacum L. cv. Petit Havana SR1. 
V rostlinách bylo detekováno mnoţství obalového proteinu PVY
NTN
, proteinů HSP70 a 
sledovány aktivity enzymů Hatchova-Slackova cyklu, glykosidas a peroxidasy.  
Oba způsoby provedení kombinovaného stresu (teplotní šok aplikovaný před nebo po 
inokulaci PVY
NTN
) zvyšovaly mnoţství viru v rostlinách a ve druhém pokusu urychlily 
dosaţení maxima virové infekce. Teplotní šok zvýšil mnoţství proteinů HSP70 
bezprostředně po jeho aplikaci. Ke zvýšení mnoţství proteinů HSP70 vlivem virové 
infekce docházelo aţ v pozdějších fázích stresu (14.–28. den po inokulaci). Ve skupinách 
rostlin vystavených jak kombinovanému stresu tak samotné virové infekci došlo ke 
zvýšení aktivit enzymů Hatchova-Slackova cyklu, glykosidas a peroxidasy. Rozdíl 
v indukci aktivity však nebyl významný, coţ můţe naznačovat, ţe k synergickému účinku 
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Whithin their natural environment, plants are subjected to a combination of stress 
conditions. Since potential interactions between signal pathways, plants respond to 
multiple stresses differently from how they do to individual stresses, activating a specific 
programme. Heat shock proteins (HSP70) overexpressed after heat shock influence the 
viral infection. On one side HSP70 can participate on refolding of aggregated or partially 
denaturated proteins, on the other side HSP70 can interact with viral proteins and facilitate 
propagation of viral replication complexes.  
In this work the effect of heat shock (42°C, 2. hours) applied before or after the inoculation 
of plants Nicotiana tabacum L. cv. Petit Havana SR1 with Potato virus Y on viral infection 
was detected. This effect was studied in two biological experiments. The amount of coat 
protein of PVY
NTN
 and protein HSP70 were detected simultaneously with the activity 
assays of Hatch-Slack cycle enzymes, glycosidases and peroxidase.  
Both experimental approaches (heat shock applied before or after the inoculation by 
PVY
NTN
) enhanced amount of the virus and in the 2
nd
 experiment it accelerated infection 
development. Immediately after application of heat shock the amount of HSP70 was 
increased. The enhancement of HSP70 by viral infection occurred later (14.-21. days after 
inoculation). Activities of Hatch-Slack enzymes, glycosidases and peroxidase were 
increased in both, plants exposed to combination of stress and plants only inoculated by 
PVY
NTN
, respectively. Small differences between these enzyme activities indicate that the 
synergic effect was not probably involved in particular signal pathways of defense 
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ABA – kyselina abscisová 
ADP – adenosindifosfát 
ATP - adenosintrifosfát 
BCIP – 5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfát 
BSA – hovězí sérový albumin 
CP – obalový protein (z angl. coat protein) 
DNA – deoxyribonukleová kyselina  
DREB – transkripční faktor (z angl. dehydration response element) 
DTT - dithiothreitol 
EDTA – kyselina ethylendiamintetraoctová  
ER – endoplazmatické retikulum  
HR – hypersenzitivní reakce 
HS – teplotní šok 
HSF – transkripční faktor teplotního šoku 
HSP – protein teplotního šoku 
K20 – kontrolní skupina rostlin 
K42 – skupina rostlin vystavená teplotnímu šoku (42°C, 2 hod.) 
MAPK – mitogenem aktivovaná proteinkinasa  
MBF1c – transkripční faktor teplotního šoku (z angl. multiple-bridging factor 1c) 
NAD(H) – nikotinamidadenindinukleotid (redukovaný) 
NADP(H) – nikotinamidadenindinukleotidfosfát (redukovaný) 
NADP-ME – NADP-dependentní malátdehydrogenasa (oxalacetát dekarboxylační) 
NBT – nitrobluetetrazolium chlorid 
PAL – fenylalaninamoniumlyasa 
PEPC – fosfoenolpyruvátkarboxylasa 
PPDK – pyruvát, fosfátdikinasa 
PR – proteiny spojené s patogenezí (z angl. pathogenesis-related proteins) 
PVP – polyvinylpolypyrrolidon 
PVY – Y virus bramboru 
ROS – reaktivní formy kyslíku 
RubisCO – ribulosabisfosfátkarboxylasa/oxygenasa 
SA – kyselina salicylová 
siRNA – malá interferující RNA (z angl. small interfering RNA) 
SnRK – proteinkinasa příbuzná SNF1 (z angl. SNF1-related protein dinase, SNF1 – z angl. 
sucrose non-fermenting 1) 
TEMED – N,N,N´,N´ - tetramethylethylendiamin 
Tris – tris(hydroxymethyl)aminomethan 
Y20 – skupina rostlin infikovaných virem PVY
NTN
 
Y42 – skupina rostlin nejdříve inokulovaných virem PVY
NTN
, a poté vystavených 
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1. Úvod  
 
 
Stresové faktory působící na rostlinu vedou k rozsáhlým změnám transkriptomu, proteomu 
a metabolomu rostlinné buňky. Rostlina odpovídá na působení stresového faktoru 
sloţitými signálními dráhami, které jí pomáhají při obraně vůči danému stresu.  
Rostliny jsou však často vystaveny působení více stresových faktorů najednou. Kdyţ 
stresové faktory působí na rostlinu simultánně, signální dráhy, kterými rostlina odpovídá 
na jednotlivé stresové faktory se mohou nebo nemusí ovlivnit. Odpověď rostlin vůči 
kombinaci stresů je tudíţ unikátní a nemůţe být přímo odvozená z odpovědí rostlin vůči 
působení stresových faktorů aplikovaných na rostlinu individuálně [1].  
Výsledky dosavadních studií ukazují, ţe odpověď rostliny na kombinaci stresových faktorů 
je regulována řadou molekulárních mechanismů vzájemně spojených v komplexní 
regulační síť. Jejími klíčovými komponentami jsou transkripční faktory, kinasy, reaktivní 
formy kyslíku, malé RNA, kyselina abscisová, salicylová, jasmonová a také další látky [2].  
 
1.1. Kombinace biotického a abiotického stresu 
  
Abiotický stresový faktor působící na rostlinu infikovanou virem, bakterií nebo jiným 
patogenem můţe mít na rozvoj nemoci pozitivní i negativní účinek. Biotický stresový 
faktor naopak ovlivňuje odpověď rostliny na abiotický stres. Interakce biotického a 
abiotického stresu jsou závislé na době trvání stresů, druhu rostliny, druhu patogenu, 
závaţnosti stresových podmínek, vývojovém stádiu rostliny a fyziologickém stavu rostliny 
[1]. 
1.1.1. Kombinace teplotního a biotického stresu  
 
Kombinace teplotního a biotického stresu byla zkoumaná v několika studiích. Výsledkem 
některých experimentů bylo potlačení obranných mechanizmů rostlin a zvýšení 
susceptibility vůči působení patogenů (bakterií, virů a hub) [1]. 
Teplotní stres sniţoval mnoţství superoxidového radikálu a zvyšoval aktivitu 
antioxidačních enzymů v rostlinách infikovaných virem [3]. Tím došlo k potlačení 
hypersenzitivní odpovědi rostlin a zvýšení mnoţství rostlinných virů v rostlinách tabáku 
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infikovaných virem tabákové mozaiky [3], rostlinách papriky infikované virem 
bronzovitosti rajčete [4] a rostlinách Arabidopsis thaliana infikovaných virem mozaiky 
vodnice [5].  
Zvýšená teplota ovlivnila také rozvoj bakteriální infekce v rostlinách Arabidopsis. 
Rezistence vůči biotrofní bakterii Pseudomonas syringae byla inhibována jiţ mírným 
zvýšením teploty. Vlivem zvýšené teploty došlo k inhibici základní hypersenzitivní 
odpovědi a také hypersenzitivní odpovědi rostliny zprostředkované R-genem (R-proteiny 
rozeznávají látky produkované patogenem – elicitory). Tato inhibice korelovala 
s několikanásobným nárůstem mnoţství bakterie P. syringae v rostlinách Arabidopsis [6]. 
Zvýšená teplota ovlivňuje také houbové choroby rostlin. Příkladem je zvýšená citlivost 
pšenice na přítomnost houby Cochliobolus sativus při zvyšujících se průměrných ročních 
teplotách [7]. 
V některých rostlinách byl pozorován opačný efekt zvýšené teploty na rozvoj nemoci. V 
rostlinách Nicotiana benthamiana infikovaných virem krouţkovitosti člunatce a 
vystavených teplotě 27°C byly detekovány zvýšené hladiny 21-26 nukleotidových úseků 
siRNA jako výsledek zvýšení obranné odpovědi rostlin – umlčení RNA (z angl. RNA 
silencing) [8]. Působením zvýšené teploty došlo ke sníţení mnoţství viru psorózy citrusu 
v pomerančovníku pravém [9] a ke zvýšení obranné odpovědi vůči nekrotrofní bakterii 
Ralstonia solanacearum v buněčné suspenzi tabáku [10]. 
 
1.1.2. Kombinace stresu ovlivňujícího vodní rovnováhu rostlin a biotického 
stresu  
 
I nedostatek vody ovlivňuje rozvoj biotického stresu u rostlin. Působením sucha došlo k 
potlačení obranných odpovědí a zvýšení susceptibility rostlin čiroku [11] a fazole vůči 
houbě Macrophomina phaseolina [12], a datlovníku vůči nemoci způsobené houbami 
Chalara radicicola a Chalara paradoxa [13]. Stejný fenomén byl detekován i u rostlin 
Arabidopsis infikovaných bakterii Pseudomonas syringe a u loubince Parthenocissus 
quinquefolia infikovaném Xylella fastidiosa [14, 15]. 
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Vliv sucha na biotický stres byl zjištěn v rostlinách rajčete, kdy došlo k dvounásobnému 
nárůstu koncentrace kyseliny abscisové (ABA) a ke zvýšení obranné odpovědi vůči 
přítomnosti houby Botrytis cinerea a Oidium neolycopersici [16]. 
Sucho v rostlinách vyvolává i obrannou odpověď proti hmyzím herbivorům. V rostlinách 
rajčete vystavených stresu suchem byl sledován nárůst látek negativně ovlivňující růst 
herbivorů (polyfenoloxidasa, rutin, kyselina chlorogenová) [17]. 
Biotický stres také ovlivňuje odpověď rostlin na nedostatek vody. V rostlinách řepy 
infikovaných virem mozaiky okurky a virem mozaiky řepy se zvýšilo mnoţství 
osmoprotektantů (trehalosa, maltosa, galaktosa, melezitosa, putrescin, prolin), antioxidantů 
(antokyany, tokoferoly) a  kyseliny askorbové. Infikované rostliny řepy měly vyšší obsah 
vody v porovnání s kontrolními rostlinami a vykazovaly zpoţděný nástup symptomů  
nedostatku vody (2-5 dnů) [18]. 
Dalším účinkem působení biotického stresu na obranu rostlin vůči nedostatku vody bylo 
uzavření průduchů v listech vedoucí k redukci ztrát vody z infikovaných pletiv [19, 20]. 
Na druhou stranu přítomnost hlístice Heterodera sacchari v rostlinách rýţe sniţovala 
vodní potenciál v listech, vodivost průduchů a redukovala čerstvou hmotnost listů, čímţ 
došlo ke zvýšení ztrát rýţe spojených se suchem [21]. 
 
1.1.3. Kombinace dalších abiotických a biotických stresových faktorů  
 
U některých dalších abiotických stresových faktorů byl zjištěn jejich účinek na zvýšení 
obranné odpovědi rostlin. Působením osmotického stresu na rostliny ječmene byla 
dosaţená zvýšená odolnost rostlin vůči houbové nemoci způsobené padlím travním [22]. 
Zvýšená salinita napomáhala také redukci mnoţství biotrofní houby Oidium neolycopersici 
v rostlinách rajčete [16]. 
Bakteriální infekce způsobená Pseudomonas syringae v rostlinách Arabidopsis thaliana 
byla ovlivněná ozonem. Důvodem indukované rezistence rostliny vůči bakterii bylo zřejmě 
zvýšení hladiny kyslíkových radikálů (peroxidu vodíku) způsobené ozonem. Peroxid 
vodíku pravděpodobně následně indukoval syntézu kyseliny salicylové (SA) [23]. Tento 
předpoklad byl potvrzen i v dalších experimentech, kde bylo zjištěno, ţe rostliny tabáku 
vystavené ozonu nebo UV záření akumulují kyselinu salicylovou a vykazují zvýšenou 
rezistenci vůči viru tabákové mozaiky [24]. 
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Zvýšení obranné odpovědi rostlin bramboru a  redukovaný rozvoj symptomů nemoci 
způsobené oomycetou Phytophtorou infestans byl detekován zvýšením mnoţství hlinitých 
iontů v půdě. V rostlinách vystavených zvýšenému mnoţství iontů hliníku došlo k lokální 
akumulaci peroxidu vodíku v kořenech, systémové aktivaci SA a NO a zvýšení mnoţství 
S-nitrosothiolu v listech a v hlavních ţilkách listů. Vlivem těchto látek se zvýšila exprese 
obranných proteinů spojených s patogenezí PR-2 a PR-3. Po kontaktu rostliny stresované 
nadbytkem hlinitých iontů v půdě s patogenem došlo proto ke včasnému zvýšení exprese 
obranných genů (PR-1, PR-2, PR-3 a PAL), coţ vedlo k následné eliminaci patogenu v 
rostlině [25]. 
 




Potyviry (Potyviridae) jsou nejvýznamnější čeledi rostlinných virů. Patří mezi ně více neţ 
200 popsaných druhů, které představují asi 20% všech známých rostlinných virů. Čeleď 
potyvirů se dělí do šesti rodů lišících se hlavně druhem vektoru podílejícím se na vstupu 
viru do buňky.  
Mezi nejznámější představitele potyvirů v našich podmínkách patří A- a Y-virus bramboru, 
virus mozaiky cukety, virus mozaiky řepy, virus šarky švestky [26]. 
 
1.2.2. Y virus bramboru (PVY) 
 
PVY je celosvětově rozšířený virus mající širokou škálu přírodních hostitelů, mezi které 
patří hlavně kultivované lilkovité druhy (paprika, brambora, tabák, rajče a některé okrasné 
rostliny) [27]. K infekci virem PVY dochází vegetativní propagací, mšicemi a kontaktem 
poškozených rostlin. Nejvíce rozšířený způsob infekce je přenos pomocí asi 40 druhů mšic, 
a to neperzistentním způsobem (virus se nachází krátkou dobu jen v sacím ústrojí 
přenášeče) [27].  






















[28]. Symptomy infekce PVY jsou 
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rozdílné a závisí nejen na druhu infikované rostliny, ale také na kmeni PVY. Tabák 
infikovaný Y virem bramboru má na povrchu listů jemné skvrny, mozaiku nebo nekrózu, 
která postihuje také ţilky. Při infekci dochází k zakrnění rostliny a ke zpomalení růstu [29]. 
Viriony PVY tvoří ohebné, vláknité tyčinky s helikální symetrií o délce 730-740 nm a šířce 
11-12 nm. Genom je tvořen jednovláknovou lineární molekulou RNA o délce 9,7 kb, která 
je na 5´ konci kovalentně vázaná k proteinu kódovanému virem VPg (z angl. viral protein 
genome-linked) a na 3´ konci se nachází polyadenylovaný konec [27]. Hlavní část 
molekuly RNA Y viru bramboru představuje oblast nazývaná jednoduchý otevřený čtecí 
rámec (z angl. single open reading frame), která je lemovaná oblastmi, které nejsou 
překládány. Tato část genomu PVY je exprimovaná do podoby jediného polyproteinu 
obsahujícího asi 3062 aminokyselin. Polyprotein je následně rozštěpen na 10 proteinů za 
pomocí 3 virových proteas: P1, HC-Pro a NIa [26, 27]. Struktura genomu viru PVY je 
znázorněna na obr. 1.  
 
Obr. 1 Struktura genomu PVY. Na 5´ konci RNA je kovalentně navázán protein VPg (z angl. viral 
protein genome-linked), dále se nacházejí geny kódující protein P1, proteasu HC-Pro (z angl. 
helper-component protease), protein P3, protein 6K1 (z angl. protein of 6 kDa), protein CI (z angl. 
cylindrical inclusion protein), protein 6K2 (z angl. second protein of 6 kDa), protein NIa (z angl. 
nuclear inclusion protein a), protein NIb (z angl. nuclear inclusion protein b) a obalový protein CP 
(z angl. coat protein). Na 3´ konci RNA je polyadenylovaný konec [27].  
 
Bylo zjištěno, ţe genomy virů patřících do rodu Potyvirus jsou si velmi podobné. Funkce 
jednotlivých proteinů viru PVY byly proto odvozeny ze znalosti funkce proteinů ostatních 
členů rodu Potyvirus. Většina proteinů kódovaných virem PVY má více funkcí [27]. 
První gen, nacházející se na 5´ konci virové RNA, má označení gen pro protein P1. Protein 
P1 se podílí na amplifikací genomu tím, ţe je schopný vázat jednořetězcovou nebo 
dvouřetězcovou molekulu RNA [30]. Na C–konci proteinu P1 se nachází proteasová 
doména, která vyštepuje P1 z polyproteinu od přilehlé proteasy HC-Pro (z angl. helper-
component protease) [31]. Proteasa HC-Pro potlačuje obrannou odpověď rostliny tím, ţe 
se hromadí v buňkách a štěpením inaktivuje proteiny obranného systému rostlin, čímţ se 
podílí na rozvoji symptomů virové infekce [26]. Protein HC-Pro se podílí také na 
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mezibuněčném pohybu PVY [32], na systémovém pohybu viru [33] a na přenosu virových 
částic mšicemi [34].   
Dalším proteinem kódovaným virovou RNA je protein P3, který se účastní potyvirové 
genomové amplifikace a vytvoření komplexu zprostředkujícího pohyb viru [35]. Podobné 
funkce má i protein CI (z angl. cylindrical inclusion protein), který se podílí na 
intercelulárním transportu viru [36] a na replikaci virového genomu, protoţe má RNA-
vázající, ATP-asovou a RNA-helikasovou aktivitu [37]. 
Protein 6K2 (z angl. second protein of 6 kDa) ukotvuje nukleoproteinový komplex viru 
v průběhu replikace k endoplazmatickému retikulu [38]. NIa protein (z angl. nuclear 
inclusion protein a) je sloţen ze dvou domén: proteinu VPg a proteasy Pro, která 
katalyzuje vyštěpení většiny funkčních virových proteinů [39]. Klíčovým krokem replikace 
PVY je navázaní proteinu VPg na translační iniciační faktor hostitelské rostliny [40]. NIb 
protein (z angl. nuclear inclusion protein b) je RNA dependentní RNA polymerasa viru 
[41].  
Obalový protein CP se účastní sbalení virionu do správné konformace, intercelulárního 
[32] a systémového pohybu viru [42], a hraje důleţitou roli i v přenosu viru mšicemi [43]. 
 
1.2.3. Vstup rostlinných virů do buňky 
 
Na povrchu rostlinné buňky se nachází buněčná stěna, která vytváří odolnou bariéru pro 
většinu látek. Rostlinný virus musí tuto bariéru překonat, k tomu však nemá ţádný 
mechanismus. Virus můţe vstoupit do buňky jen v místech poškození buněčné stěny. 
K infekci rostlinným virem dochází nejčastěji působením jiného organismu na rostlinu tzv. 
vektorem. Častým vektorem rostlinných virů je hmyz a k infekci dochází při sání 
rostlinných šťáv hmyzem.  
Dalším způsobem přenosu viru je mechanické poškození povrchu rostlin. Toto poškození 
můţe být způsobené kontaktem infikované a neinfikované rostliny, nebo záměrným 
poškozením povrchu neinfikované rostliny karborundovým práškem a následným 





1.2.4. Replikace a translace genetické informace rostlinných virů 
 
Po vstupu viru do hostitelské rostliny dochází k replikaci jeho genetické informace a 
k vytvoření nových virových částic. Rostlinné viry pro svoji replikaci a následnou translaci 
vyuţívají proteiny, intracelulární membrány, lipidy a metabolity hostitelské rostliny [44]. 
Po průniku (+RNA) viru do buňky je genetická informace uvolněná z obalu viru a následně 
dochází k její translaci. Produktem této translace jsou replikační proteiny viru, které jsou 
za pomoci aktinomyosinového komplexu buňky transportovány k subcelulárním 
membránám [44, 45]. Na povrchu membrán některých organel dochází k vytváření váčku 
funkcí proteinů ohýbajících části těchto membrán a enzymů katalyzujících syntézu lipidů. 
Replikační proteiny viru jsou ve váčcích membrán ukotveny membránovými proteiny a 
pomocí chaperonů a prolylisomeras dochází k vytváření replikačních komplexů viru VRC 
(z angl. viral replication complex) na povrchu těchto membrán [46]. V komplexech VRC 
dochází k syntéze (–)RNA komplementární k originálnímu templátu (+)RNA. Molekuly (-
)RNA slouţí k syntéze velkého mnoţství nových molekul (+)RNA. Molekuly (+)RNA 
jsou dále sbalovány a skládány do nových virových částic za účasti chaperonů hostitelské 




               
              Obr. 2. Ţivotní cyklus (+)RNA virů [44]. 
 
1.2.5. Systémová infekce  
 
Virus se v infikované rostlině šíří z místa infekce do ostatních částí dvěma typy pohybu. 
Jedná se o pohyb od buňky k buňce (z angl. cell-to-cell movement) a pohyb na dlouhé 
vzdálenosti (z angl. long distance movement) [47]. 
Pohyb viru z infikované buňky (epidermální nebo mezofylové) do okolních buněk se 
uskutečňuje přes plasmodesmata (z angl. cell-to-cell movement). Takto se virus dostane aţ 
k buňkám cévních svazků, ze kterých prostupuje do samotných cévních svazků, kterými se 
šíří do ostatních částí rostliny (z angl. long distance movement) [47]. 
Virová částice je příliš velká aby prošla plasmodesmaty. Pohyb viru od buňky k buňce je 
proto zprostředkován transportními proteiny (z angl. movement proteins – MP). 
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Transportní proteiny se nespecifickým způsobem váţí na RNA nebo DNA virové částice 
za vytvoření nukleoproteinového komplexu [48]. 
Transportní proteiny některých virů jsou kódovány virovým genomem a další viry pro svůj 
mezibuněčný transport vyuţívají proteiny hostitelské buňky [26]. 
 
1.3. Proteiny HSP70 
 
 
Rostlinné proteiny HSP70 jsou kódovány vysoce konzervovanou multigenovou rodinou. 
Sekvenční analýzy genů kódujících HSP70 ukazují na čtyři hlavní podskupiny lišící se 
lokalizací v buněčných organelách (cytosol, jádro, ER, mitochondrie, plastid) [49]. 
Proteiny HSP70 se nacházejí také v glyoxysomech a v proteinových tělískách [50].  
 
1.3.1. Struktura proteinu HSP70 
 
Protein HSP70 má dvě funkční domény. Na N-konci je to ATP-asová doména o velikosti 
40 kDa, kde dochází k vazbě ATP na protein HSP70. Na N-konci se nachází také peptid 
odpovídající za lokalizaci proteinů HSP70 v jednotlivých organelách [49, 51].  
Druhá doména na C-konci proteinu HSP70 o velikosti 25 kDa se nazývá doména vázající 
peptid a jak vyplývá z názvu, její funkcí je vazba peptidu-substrátu na protein HSP70. Tyto 
dvě domény jsou spojeny místem, kde po působení proteasy dochází k rozštěpení HSP70 
na dvě části. Na úplném konci C-domény se nachází C-koncová poddoména zodpovědná 
za interakci HSP70 s kochaperonem [51]. Struktura genu HSP70 je zobrazena na obr. 3. 
 
 
Obr. 3. Struktura genu HSP70 [51]. 
 
Trojrozměrná struktura ATP-asové domény má podobu dvou laloků, mezi kterými se 
nachází prohlubeň s vazebným místem pro komplex ATP, dva draselné a jeden hořečnatý 
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ion [52]. Podjednotky, které tvoří laloky jsou schopné pohybu, čímţ můţe dojít k otevření 
a uzavření štěrbiny, do které se váţe ATP [53]. 
Doména vázající peptid vytváří kavitu, do které se váţe peptid-substrát. Tato kavita se 
uzavírá a otevírá pomocí „víčka“. K otevření víčka dochází při vazbě ATP na ATP-asovou 
doménu [54]. Schéma trojrozměrné struktury HSP70 je zobrazeno na obr. 4.  
 
       
Obr. 4. Trojrozměrná struktura proteinu HSP70. ATP-asová doména hovězího HSC70 
s navázaným komplexem ADP a Mg
2+
 a  doména vázající peptid DnaK [55]. 
 
1.3.2. Funkce proteinu HSP70 
 
Proteiny teplotního šoku o velikosti přibliţně 70 kDa plní v prokaryotické i eukaryotické 
buňce více funkcí. Asistují při vytváření nativních konformací proteinů. Podílejí se na 
procesech sbalování a skládání podjednotek nově vzniklých proteinů do nativní formy. 
Další funkcí HSP70 je opětovné sbalování agregovaných nebo částečně denaturovaných 
proteinů [56]. 
HSP70 se účastní i transportu proteinů přes membrány organel. Aby byly proteiny 
přenášené do mitochondrií, plastidů a endoplazmatického retikula schopny transportu 
membránovými kanály, musí být nejprve v cytosolu částečně rozbaleny pomocí proteinů 
HSP70. Z vnitřní strany těchto membrán jsou pak přenášené proteiny navázány na proteiny 
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HSP70 umístěné v organelách a dochází k jejich opětovnému sbalení a sloţení do nativní 
konformace [57, 58]. 
Proteiny HSP70 lokalizované v jednotlivých organelách buňky plní další funkce. Jaderný 
protein NtHSP70-1 se podílí na ochraně proteinů jádra před poškozením indukovaným 
působením vysoké teploty, a tím brání degradaci a fragmentaci jaderné DNA [59].  
Mitochondriální HSP70 také sniţuje fragmentaci DNA a kondenzaci chromatinu vyvolané 
teplotním stresem. Dále se HSP70 mitochondrie podílí na zachování membránového 
potenciálu mitochondrie, na parciální inhibici uvolnění cytochromu c z mitochondrie do 
cytosolu a na sníţení amplifikace ROS. Všemi těmito kroky se mitochondriální HSP70 
podílí na potlačení programované buněčné smrti vyvolané teplotním šokem [60]. 
Protein HSP70B, uloţený ve stroma chloroplastu zelených řas, plní důleţitou funkci 
v ochraně fotosystému PSII před fotoinhibicí a také v opravě PSII v průběhu a po působení 
fotoinhibice. HSP70B v Chlamydomonas se účastní procesu obnovení funkce proteinů D1, 
CP43-a a vnitřního polypeptidu antény PSII [61]. Protein HSP70B se také váţe na 
poškozený protein D1, a tím pravděpodobně brání předčasné výměně tohoto poškozeného 
proteinu za nový. K výměně proteinu D1 totiţ dochází aţ po migraci poškozeného 
komplexu PSII z granálních lamel do oblasti membrán orientovaných do stroma 
chloroplastu. U rostlin je tato funkce zabezpečená fosforylací poškozeného proteinu D1 
[62].  
Kromě opravy fotosystému PSII protein HSP70B v Chlamydomonas reguluje skládaní a 
degradaci proteinu VIPP (z angl. vesicle inducing protein in plastid 1). VIPP transportuje 
proteiny a lipidy do thylakoidů sinic a rostlin [63, 64]. 
Stromální protein HSP70 dále interaguje s enzymem ferredoxin-NADP
+
 reduktasou (EC 
1.18.1.2) [65], Rieskeho FeS proteinem [66] a s fytoendesaturasou (EC 1.3.99.30) 
v Narcissus pseudonarcissus [67]. 
HSP70 lokalizovaný v endoplazmatickém retikulu má označení BiP (z angl. binding 
immunoglobulin protein). BiP se podílí na správném skládaní a sbalování proteinů 
endoplazmatického retikula a na transportu proteinů do ER. Dále se BiP účastní degradace 
proteinů ER procesem ERAD (z angl. ER-associated degradation). BiP indukuje proces 
ERAD při zvýšené akumulaci agregovaných proteinů v ER [68]. 
Protein BiP se účastní i několika dalších procesů v rostlinných buňkách. Například v 
rostlinách Arabidopsis je součástí procesu fúze polárních jader v průběhu rozvoje samičího 
gametofytu. Zralé samičí gametofyty neobsahující BiP mají dvě nespojená polární jádra, i 
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navzdory jejich blízkému kontaktu. Po fertilizaci BiP deficientního samičího gametofytu  s 
divokým typem je nukleární dělení endospermu nestálé [69]. Potlačení exprese genu BiP1 
v rostlinách rýţe nebo naopak jeho zvýšená exprese vedou ke změnám fenotypů semen a 
intracelulárních struktur buněk endospermu. Dochází k redukci zásobních proteinů v 
semenech, ke sníţení mnoţství škrobu a hmotnosti zrna [70].  
HSP70 endoplazmatického retikula rostlin rýţe ovlivňuje odpověď na biotický stres 
způsobený Gram negativní bakterií Xanthomonas oryzae. Protein BiP3 interaguje se 
specifickým receptorem PRR (z angl. pattern recognition receptor), čímţ se v rostlinách 
rýţe podílí na imunitě zprostředkované tímto receptorem [71].  
Některé proteiny HSP70 ovlivňují růst a vývoj rostlin. V důsledku vyřazení genu 
kódujícího stromální HSP70 v Arabidopsis (cpHSc70-1) byl pozorován zvláštní fenotyp: 
barevné dělohy, znetvořené listy, retardace růstu a narušený růst kořenů [72]. Nedostatečná 
syntéza cytosolového proteinu AtHSP70-15 vedla k váţné retardaci růstu a k vadnutí listů 
[73].  
1.4. Interakce proteinu HSP70 s virovými částicemi 
 
Rostlinné viry, stejně jako další především abiotické stresory (např. zvýšená a sníţená 
teplota, nedostatek nebo nadbytek vody, nepřiměřená koncentrace iontů a toxických látek, 
vyčerpání energie buňky a další) indukují expresi proteinů HSP70 hostitelské rostliny.  
U ostatních typů stresů, zvýšená exprese HSP70 napomáhá rostlině vyrovnat se s 
nepříznivými vnějšími podmínkami, zachovat rovnováhu v syntéze proteinů de novo, 
opravách nebo degradaci poškozených proteinů. Zůstává otázkou, zda i v případě virové 
infekce mohou být proteiny HSP70 součástí obranné odpovědi, neboť jejich zvýšená 
exprese můţe současně napomáhat viru v replikačním cyklu a šíření rostlinou.  
 
1.4.1. Interakce proteinu HSP70 s virovými částicemi během jejich 
replikace a transportu 
Několik studií potvrdilo pozitivní vliv proteinu HSP70 na rozvoj virového onemocnění. Po 
umlčení genů kódujících proteiny HSP70 docházelo v infikovaných rostlinách ke sníţení 
mnoţství virových částic a ke zmírnění projevů infekce [73-75].  
U některých rostlinných virů byla popsána jejich interakce s proteiny HSP70 hostitelské 
rostliny. Většinou se jedná o proteiny replikačního aparátu virů nebo obalové proteiny virů. 
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Například bylo zjištěno, ţe rostlinný protein HSP70 interaguje s replikačními proteiny viru 
keříčkovitosti rajčete (TBSV). Předpokládá se, ţe tímto krokem se HSP70 podílí na 
ochraně hydrofobních transmembránových domén replikačních proteinů před agregací. 
HSP70 je také zapojen do řízení subcelulární lokalizace replikačních proteinů, tím ţe 
napomáhá jejich připojení na intracelulární membrány ER a peroxisomů. Tento krok se zdá 
být kritický pro skládání celého replikačního komplexu viru. HSP70 zůstává navázán na 
replikační proteiny viru i po jejich spojení s membránami a pravděpodobně můţe plnit 
další funkce při samotné replikaci viru TBSV [76]. 
Proteiny HSP70 a HSP90 interagují s proteinem p27 - komponentou replikačního 
komplexu viru nekrotické mozaiky jetele lučního (RCNMV). K této interakci dochází na 
membráně ER rostlinné buňky a při inhibici daného kroku nedochází k vytvoření 
správného replikačního komplexu viru, zároveň ale dochází k vytváření a akumulaci 
velkých komplexů, neschopných replikace RNA viru [75]. 
Protein HSC70-3 v Arabidopsis interaguje v in vitro podmínkách s RNA-dependentní 
RNA polymerasou viru mozaiky vodnice. K interakci dochází pravděpodobně 
v replikačních komplexech vytvořených z membrán buňky [77]. 
Plastidový protein cpHSC70-1 interaguje s transportním proteinem viru mozaiky javoru 
(AbMV). Tato interakce je důleţitá pro transport viru a indukci symptomů virové infekce 
[78]. 
Protein HSP70 je součástí ribonukleoproteinového komplexu A viru bramboru (PVA). 
HSP70 také interaguje s exogenním obalovým proteinem (CP) tohoto viru za pomoci 
kochaperonu CPIP. Vytvoření komplexu HSP70 s CP vede k následné modifikaci 
obalového proteinu, a to konkrétně k jeho ubikvitinaci a degradaci. Obalové proteiny 
některých (+)RNA virů při dosaţení určité koncentrace v buňce potlačují expresi virových 
proteinů a inhibují další replikaci virů. HSP70 se degradaci CP viru PVA zřejmě nepřímo 
podílí na zvýšení mnoţství viru v rostlinách [79].  
HSP70 v rajčatech infikovaných virem ţluté kadeřavosti listů rajčete (TYLCV) vytváří 
nerozpustné agregáty s obalovým proteinem viru. Tyto agregáty byly nalezeny 
v cytoplazmě a později v jádře a ve vaskulárním systému rostliny. HSP70 je 
pravděpodobně důleţitý pro transport tohoto viru rostlinou [74]. Také byla pozorována 




V tabulce níţe jsou uvedeny příklady virů, u kterých byla zjištěna interakce s proteinem 
HSP70.  
Tab 1. Příklady rostlinných virů interagujících s proteinem HSP70 
Virus Rostlina Reference 
Virus keříčkovitosti rajčete (TBSV) 
Tomato bushy stunt tombusvirus 
Nicotiana 
benthamiana 
Wang et al., 2009 
[76] 
Virus mozaiky javoru (AbMV) 
Abutilon mosaic virus 
Arabidopsis 
thaliana 
Krenz et al., 2010 
[78] 
Virus mozaiky vodnice (TuMV) 
Turnip mosaic virus 
Arabidopsis 
thaliana 
Jungkunz et al., 
(2011) [73] 
Y virus bramboru (PVY) 
Potato virus Y 
Nicotiana tabacum 
Hofius et al., 2007 
[81] 
Virus nekrotické mozaiky jetele lučního 
(RCNMV) 
Red clover necrotic mosaic virus 
Nicotiana 
benthamiana 
Mine et al., 2012 
[75] 
Virus mozaiky vodnice (TuMV) 
Turnip mosaic virus 
Arabidopsis 
thaliana 
Dufrense et al., 
2008 [77] 
A virus bramboru (PVA) 
Potato virus A 
Nicotiana 
benthamiana 
Hafren et al., 2010 
[79] 
Virus mozaiky pepina (PepMV) 
Pepino mosaic virus 
Nicotiana 
benthamiana 
Mathioudakis et al., 
2012 [80] 
Virus ţluté kadeřavosti listů rajčete 
(TYLCV) 
Tomato yellow leaf curl virus 
Solanum 
lycopersicum 
Gorovits et al., 
(2013) [74] 
Virus tabákové mozaiky (TMV) 
Tobacco mosaic virus 
Nicotiana 
benthamiana 
Chen et al., 2008 
[82] 
X virus bramboru (PVX) 
Potato virus X 
Virus mozaiky melounu (WMV) 
Watermelon mosaic virus 
Virus mozaiky okurky (CMV) 
Cucumber mosaic virus 
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Viry ze skupiny Closteroviridae jsou jediné rostlinné viry kódující protein HSP70h, který 
je homologem rostlinných proteinů HSP70 [83]. Vláknité viriony closterovirů mají dlouhé 
tělo obalené majoritním obalovým proteinem CP a krátkým ocasem tvořeným minoritním 
obalovým proteinem CPm. Genetické a biochemické analýzy ukazují, ţe funkce těchto 
komponent virionů jsou různé. Tělo virionu chrání genom viru, přičemţ ocas vytváří 
speciální zařízení pro intercelulární pohyb. Integrální částí virionu je homolog HSP70, 
který skládá ocas virionu. Inaktivace ATP-asové domény HSP70h způsobuje vznik 
bezocasého virionu neschopného translokace [84]. 
 
1.4.2. Pozitivní účinek proteinu HSP70 na rostlinu při virové infekci 
 
Zvýšená syntéza proteinů HSP70 je spojována i s obrannou odpovědi rostlin na přítomnost 
viru [85, 86]. 
Po infikování odrůd rajčete virem ţluté kadeřavosti listů rajčete (TYLCV), byl pozorován 
pokles hladiny proteinů HSP70 u odrůd vnímavých k viru TYLCV, přičemţ u rostlin 
rezistentních k TYLCV se mnoţství HSP70 nezmenšovalo. Tento pokles přítomnosti 
HSP70 u vnímavých rostlin byl doprovázen i celkovým poklesem mnoţství proteinů 
a zvýšeným rozvojem symptomů nemoci [86]. 
Dále bylo zjištěno, ţe proteiny HSP70 se podílejí na rozvoji hypersenzitivní reakce (HR) 





Sníţit mnoţství viru nebo úplně ozdravit infikované rostliny je moţné aplikací zvýšené 
teploty - termoterapie [87-95]. U některých virů je tohoto výsledku dosaţeno kombinací 
termoterapie a kryoterapie (zmraţení v tekutém dusíku) [87] nebo kombinací termoterapie 
a chemoterapie [88].  
Termoterapie se provádí v in vitro podmínkách. Z infikované rostliny se odebere kousek, 
který je přenesen do kultivačních nádob obsahujících příslušné médium. Pro termoterapie 
z důvodu ozdravení infikované rostliny se u některých rostlin odebírají kousky apikálních 
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meristémů a mladé výhonky protoţe tyto kousky rostlin obsahují nízké nebo ţádné 
koncentrace viru [96]. 
Při termoterapii dochází postupně ke zvyšování teploty aţ do dosaţení poţadovaného 
maxima. Zvýšená teplota se na rostliny aplikuje aţ několik týdnů [87-95]. 
 
V tabulce níţe jsou uvedeny příklady rostlin, u kterých došlo ke sníţení mnoţství virů 
nebo k ozdravení rostlin po působení zvýšené teploty.  
 
Tab. 2. Příklady virů a rostlin po úspěšné aplikaci termoterapie 
Virus Rostlina Reference 
Virus keříčkovité zakrslosti maliníku (RBDV) 
Raspberry bushy dwarf virus 
Rubus idaeus 
Wang et al., 
2008 [95] 
Virus svinutky révy vinné Pr (GLRaV-Pr) 
Grapevine leafroll-associated virus Pr 




Virus spojovaný s mělkou vrásčitostí kmene révy vinné  
(GRSPaV) 
Grapevine rupestris stem pitting associated virus 
Virus chlorotické skvrnitosti jabloně (ACLSV) 
Apple chlorotic leaf spot virus 
Pyrus pyrifolia 
cv. Fengshui 
Tan et al., 
2010 
[94] 
Virus ţlábkovitosti kmene jabloně (ASGV) 
Apple stem grooving virus 
Virus mělké vrásčitosti kmene jabloně (ASPV) 
Apple stem pitting virus 
Virus révy vinné (GVA) 




Bezpříznaková viróza lilie (LSV) 
Lily symptomless virus  
Lilium x 
elegans Thunb 
Nesi et al., 
2009 [91] 
Virus bronzovitosti rajčete (TSWV) 






Virus ţluté zakrslosti cibule (OYDV) 






Virus šarky švestky (PPV) 





et al., 2003 
[90] 
Virus nekrotické krouţkovitosti slivoně (PNRSV) 
Prunus necrotic ringspot virus 
Virus chlorotické skvrnitosti jabloně (ACLSV) 
Apple chlorotic leaf spot virus 
Pyrus pyrifolia 
Hu et al., 
2012 
[88] 
Virus ţlábkovitosti kmene jabloně (ASGV) 
Apple stem grooving virus 
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1.5. Metabolická odpověď rostlin vůči stresu 
 
1.5.1. Teplotní stres 
 
Kdyţ je rostlina vystavená působení zvýšené teploty skoro všechny makromolekuly 
rostlinné buňky (proteinové komplexy, membrány, polymery nukleových kyselin) vnímají 
tuto zvýšenou teplotu simultánně. Zvýšená kinetická energie makromolekul působí 
fyzikální změny: zvýšení membránové fluidity, částečnou denaturaci DNA a RNA řetězců, 
oddělení proteinových podjednotek a následné vystavení hydrofobních části těchto 
proteinů, coţ vede k jejich agregaci. Všechny makromolekuly mohou proto slouţit jako 
termosenzory pomocí změny své funkce nebo její přechodnou ztrátou [97].  
V důsledku teplotního stresu dochází ke změně membránové fluidity, k otevření iontových 
kanálů a toku vápenatých iontů z apoplastu do cytoplasmy. Jedná se však pouze o 
krátkodobé otevření, v průběhu několika sekund se kanály pro vápenaté ionty uzavírají 
[98]. Vápenaté ionty se váţou na kalmodulin [99] a tento komplex dále aktivuje kinasy a 
transkripční regulátory odpovědi na teplotní stres, jako jsou například HSF, MBF1c, 
WRKY [100] a DREB [101]. 
Zvýšené hladiny cytosolových Ca
2+
 iontů také aktivují enzym produkující ROS - RBOHD 
(z angl. respiratory burst oxidase homolog D, jinak nazývaný NADPH oxidasa RBOHD) 
lokalizovaný na plazmatické membráně. ROS vytvořené pomocí RBOHD mohou působit 
depolarizaci membrán, nebo mohou spouštět signalizační cesty přes transkripční faktory 
(MBF1c, přímo HSF, MAPK a/nebo SnRK) [102, 103]. 
Proti oxidativnímu stresu se buňka brání akumulací antioxidačních látek např. thioredoxinu 
H [104], a zvýšením aktivity antioxidačních enzymů peroxidasy (EC 1.11.1.7) [105], 





Obr. 5. Schematický model pro teplotní senzitivitu rostlin [97]. 
 
Fotosyntéza je buněčný proces nejvíce ovlivněný teplem. Fotosyntéza C3 rostlin je 
v porovnání s C4 rostlinami více ovlivněna. Teplotní stres nejvíce poškozuje komplex 
vyvíjející kyslík ve fotosystému PSII. Celková aktivita fotosystému PSII je redukovaná 
nebo úplně inhibována [107]. Teplotní šok inhibuje aktivitu enzymu aktivasy RubisCO, 
čímţ dochází ke sníţení fixace uhlíku enzymem RubisCO [108]. Působením vysoké 
teploty dochází také ke zvýšení oxygenasové aktivity enzymu RubisCO na úkor 
karboxylasové aktivity tohoto enzymu, čímţ se zvyšuje fotorespirace rostlin [109]. Vlivem 
zvýšené teploty dochází k redukci mnoţství fotosyntetických pigmentů [110]. Dále je 
významně ovlivněná vodní bilance rostliny, vodivost průduchů v listech a intercelulární 
koncentrace CO2 [111]. Působením vysoké teploty dochází k zásadním změnám ve 
strukturální organizaci thylakoidů, k nesprávnému skládaní gran thylakoidů a jejich 
praskání [107].  
Vysoká teplota zvyšuje mnoţství plastidového elongačního faktoru EF-Tu [112], 
pravděpodobně z důvodu ochrany stromálních proteinů před agregaci způsobenou teplem 
[113]. Transgenní pšenice exprimující kukuřičný gen kódující plastidový EF-Tu 
vykazovala sníţenou agregaci proteinů v listech způsobenou zvýšenou teplotou, sníţené 
poškození fotosyntetických membrán a zvýšenou fixaci CO2. Toto ukazuje na potenciální 
chaperonovou funkci elongačního faktoru EF-Tu [114]. 
Teplotní stres zasahuje i do metabolismu sacharidů, zvyšuje syntézu β-amylasy (EC 
3.2.1.2) a sniţuje aktivitu ADP-glukosapyrofosforylasy (E.C. 2.7.7.27). Výsledkem je 
21  
zvýšená degradace škrobu a jeho sníţena syntéza [115]. Koordinované indukování a 
potlačení funkce specifických metabolických cest zvyšuje moţnost přeţití buňky 
v nepříznivých podmínkách tím, ţe dochází ke zvýšení energetické kapacity v podobě 
jednoduchých cukrů.  
Po působení teplotního stresu dochází ke zvýšení aktivity a funkce enzymů, které jsou 
součásti metabolismu sacharidů, cyklu trikarboxylových kyselin a pentosafosfátové cesty 
(UDP-glukosa pyrofosforylasa EC 2.7.7.9, pyruvátdehydrogenasa EC 1.2.4.1 a 
transketolasa EC 2.2.1.1). Zvýšením teploty byla zjištěna také zvýšená aktivita enzymu 
glycindehydrogenasy (EC 1.4.1.10), který se podílí na udrţování elektronového toku a 
v prevenci fotoinhibice při stresových podmínkách [104]. 
V rostlinách Arabidopsis vystavených teplotnímu šoku docházelo také k akumulaci 
několika aminokyselin odvozených od pyruvátu a oxalacetátu, dále fumarátu a malátu, 
některých metabolitů obsahujících aminoskupinu jako β-alanin, γ-aminobutyrová kyselina 
(GABA), putrescin a sacharidů, především sacharosy, rafinosy, maltosy, galaktikolu a 
myoinositolu [116].  
Tyto nízkomolekulární organické molekuly (aminokyseliny, kvartérní aminy, 
polyoly/cukry) akumulující se při působení stresových podmínek se nazývají kompatibilní 
rozpuštěné látky a jejich primární funkcí je udrţování buněčného turgoru a vychytávaní 
volných radikálů [117]. 
Ve stresových podmínkách je známá protektivní funkce prolinu, jehoţ mnoţství je po 
působení HS pro různé typy rostlin specifické. Významná akumulace prolinu po působení 
HS byla zaznamenána v listech rajčete [118], tabáku [119] a mírné zvýšení bylo 
pozorováno v cizrně [120], ječmeni a ředkvi [121]. Na druhou stranu k akumulaci prolinu 
nedošlo v Arabidopsis [2] a dokonce sníţení bylo pozorováno v klíčících semenech 
pšenice [122]. 
Odpověď na teplotní stres a tolerance vůči teplotnímu stresu jsou spojeny s produkcí 
sekundárních metabolitů jako jsou fenolické látky, včetně flavonoidů a fenylpropanoidů. 
Vlivem teplotního stresu byla také zaznamenaná i zvýšená aktivita 
fenylalaninamoniumlyasy (EC 4.3.1.5), klíčového enzymu fenylpropanoidní dráhy. 
Výsledkem je zvýšená aklimatizace buněk k teplotnímu stresu [123]. 
Vlivem teplotního stresu je regulace asi 5% rostlinného transkriptomu (přibliţně 1500 
genů) dvakrát nebo víckrát zvýšená [2, 124]. Velkou část těchto transkriptů tvoří právě 
proteiny teplotního šoku HSP: 88 z 1780 v A. thaliana, 117 z 1509 v pšenici [2, 125]. 
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Odhalení hydrofobních části proteinů indukované teplem vede k nahromadění 
agregovaných a denaturovaných proteinů v buňce. Následně dochází v cytosolu a ER k 
odpovědi na nesbalené proteiny - UPR (z angl. unfolded protein response), která zvyšuje 
mnoţství transkriptů chaperonů v těchto částech buňky [97]. 
Změna membránové fluidity také vede ke zvýšené expresi malých HSP, které se stávají 
součásti poškozených membrán a pomáhají v opravě struktury membrán [126, 127].  
          
Obr. 6. Molekulární chaperony a metabolity účastnící se odpovědi na teplotní stres a termotoleranci 
[128]. 
 
Odpověď rostliny na zvýšenou teplotu je závislá na době trvání stresu, závaţnosti stresu a 
druhu rostliny. Při extrémně zvýšené teplotě dochází v průběhu několika minut 
k poškození buňky nebo aţ k buněčné smrti. Teplotní stres ovlivňuje širokou škálu 
rostlinných procesů jako klíčení, růst, vývin a reprodukce [107].  
Výsledkem teplotního šoku je zvýšená sterilita. Dochází k narušení meiosy v samčích a 
samičích orgánech, narušení klíčení semen a růstu sazenic, sníţení ţivotaschopnosti 
vajíčka, redukovaní procenta semen a poškození fertilizačních procesů [129]. 
Vlivem vysoké teploty se mění morfologie rostliny. Teplotní šok působí ztrátu vody, a tím 
se redukuje velikost buněk a následně i celé rostliny. Další morfologické symptomy 
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delšího působení vysoké teploty jsou spálení listů a větviček, větví a stonků, vadnutí listů a 
jejich následné opadávaní, inhibice růstů výhonků a kořenů, ztráta barvy plodů a jejich 
poškození [107]. 
           
1.5.2. Biotický stres 
 
Biotický stres způsobený virovou infekcí má velký vliv na metabolismus rostlin. 
Nejzávaţnějším důsledkem virové infekce je zpomalení fotosyntézy. Dochází k uzavření 
průduchů rostlin, sniţuje se mnoţství xantofylů, karotenoidů, chlorofylů a a b. Na sníţení 
rychlosti fotosyntézy se dále podílí sníţená aktivita enzymů a komplexů, které jsou 
součástí této metabolické dráhy. Byla pozorována sníţená aktivita RubisCO a dramatický 
pokles aktivity celého elektrontransportního řetězce fotosystému PS II [130-132]. 
Přítomnost viru v rostlinách ovlivňuje také metabolismus sacharidů. V první fázi akutní 
infekční periody (rychlá reprodukce viru a šíření v rostlině) dochází u rostlin k poklesu 
aktivity enzymů katalyzujících odbourávání polysacharidů a ke zvýšení aktivity enzymů 
syntetizujících polysacharidy [133]. Rostlinné buňky akumulují škrob a sniţuje se hladina 
sacharosy [134]. 
V druhé fázi virové infekce je naopak zvýšená aktivita enzymů odbourávajících 
polysacharidy a sníţená aktivita enzymů syntetizujících polysacharidy [133]. Pokles 
mnoţství škrobu koreluje se sníţenou aktivitou enzymu podílejícího se na syntéze škrobu 
(ADP-glukosapyrofosforylasa EC 2.7.7.27) a s nárůstem aktivity enzymu degradujícího 
škrob (fosforylasa škrobu EC 2.4.1.1) [134]. Virová infekce zvyšovala mnoţství sacharosy 
i ve floémové tekutině řapíků rostlin melounu. Mnoţství sacharosy bylo dokonce větší neţ 
mnoţství stachyosy, která je nejvíce zastoupenou látkou ve floémové tekutině rostlin 
melounu [135]. V pozdější fázi infekce se zvyšuje respirace rostlin [134]. 
Virová infekce má také velký stimulační efekt na oxidativní pentosafosfátovou cestu 
(glukosa-6-fosfátdehydrogenasa EC 1.1.1.49, 6-fosfo-glukonátdehydrogenasa EC 
1.1.1.44), glykolýzu (ATP- a pyrofosfát-dependentní fosfofruktokinasa EC 2.7.1.11, EC 
2.7.1.90), cyklus trikarboxylových kyselin (isocitrádehydrogenasa EC 1.1.1.41, 
fumaráthydratasa EC 4.2.1.2) a oxidativní transport elektronů (cytochrom c oxidasa EC 
1.9.3.1) [134]. 
Po nástupů symptomů virové infekce dochází k akumulaci peroxidu vodíku a k následné 
lipidové peroxidaci a degradaci chlorofylu [136]. 
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Virová infekce ovlivňuje také aktivity některých enzymů s anaplerotickými funkcemi. 
V rostlinách Nicotiana tabacum L., cv. Petit Havana SR1 bylo detekováno zvýšení aktivit 
enzymů Hatchova-Slackova cyklu, a to NADP-dependentní malátdehydrogenasy 
(oxalacetát dekarboxylační) (NADP-ME EC 1.1.1.40) [137], fosfoenolpyruvátkarboxylasy 
(PEPC EC 4.1.1.31) [138] a pyruvát, fosfátdikinasy (PPDK EC 2.7.9.1) [139]. Z tohoto 
důvodu byly v této práci vyuţity jako markery metabolické odpovědi na biotický stres. 
Zvýšená aktivita enzymu PEPC vlivem virové infekce je pravděpodobně výsledkem 
fosforylace PEPC neţ syntézy de novo [138]. Vzhledem k tomu, ţe vlivem infekce je 
sníţená aktivita enzymu RubisCO a jsou uzavřeny průduchy, můţe být nedostatek CO2 pro 
RubisCO kompenzován fixací HCO3
-
 pomocí PEPC a následným uvolněním CO2 pomocí 
NADP-ME [138, 140]. 
Metabolismus infikovaných rostlin je ovlivněn také rozvojem obranných mechanismů. 
Obranná strategie rostlin vůči působení biotických stresových podmínek je rozsáhlá. Mezi 
hlavní mechanismy patří mechanizmus umlčovaní genů tzv. RNA silencing [141], 
produkce reaktivních forem kyslíku [142] a hypersenzitivní reakce [143]. 
Mechanismus umlčování RNA je obranná odpověď rostliny proti viru zahrnující štěpení 
virové RNA na malé virové dvouřetězcové úseky RNA enzymem DICER z virové RNA. 
Vyštěpené dvouřetězcové úseky RNA jsou poté schopny inhibovat expresi odpovídajících 
jednořetězcových mRNA virů [144, 145]. 
Další obranná reakce rostliny vůči působení biotického stresu je hypersenzitivní reakce 
rostliny. Tato reakce vede k nekróze buněk v jejichţ okolí došlo k průniku patogenu do 
rostliny [143]. Dalším znakem hypersenzitivní reakce je indukce genů kódujících obranné 
proteiny rostliny. Patří sem strukturní proteiny extracelulární matrix podílející se na 
odstranění patogenu, enzymy sekundárního metabolismu katalyzující syntézu látek 
s antimikrobiálním účinkem a dalších obranných látek proti patogenům, a nakonec jsou to 
proteiny spojené s patogenezí tzv. pathogenesis related proteins (PR) [146]. 
PR proteiny pomáhají rostlině jednak bojovat se stresem a také se na působení stresových 
podmínek adaptovat [147]. PR proteiny mají charakteristické biochemické vlastnosti. Jsou 
to nízkomolekulární proteiny (6-43 kDa), které jsou stabilní a extrahovatelné při nízkém 
pH (menší neţ 3), odolné vůči působení zvýšené teploty a proteas [148]. PR proteiny jsou 
lokalizovány ve vakuole, v buněčné stěně a v extracelulárním prostoru [146, 148].  
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Proteiny spojené s patogenezí se dělí do několika skupin. Molekulárními a molekulárně 
genetickými technikami bylo například v tabáku nalezeno a  charakterizováno pět hlavních 
skupin těchto proteinů: skupiny PR-1 aţ PR-5 [149]. 
 
1.5.3. Funkce glykosidas 
 
Glykosidasy katalyzují hydrolýzu glykosidových vazeb v glykosidech, proteoglykanech a 
dalších glykokonjugátech. Glykosidasy se dělí na exo- a endoglykosidasy podle toho, zda 
štěpí glykosidovou vazbu uprostřed nebo na konci řetězce (nejčastěji na neredukujícím 
konci řetězce) [150]. Glykosidasy mají všeobecně vysokou specificitu vůči glykosylové 
skupině a niţší specifitu vůči aglykonu, který odštěpují. Glykosidasy hydrolyzují většinu 
hlavních glykosidových vazeb v buněčných polysacharidech. Podílejí se tím na opravě 
buněčné stěny, na expanzi, diferenciaci a maturaci rostlinné buňky [151]. Při vhodných 
podmínkách jsou některé glykosidasy schopny katalyzovat i syntézu glykosidů [150]. 
 
α-glukosidasa (EC 3.2.1.20)  
 
α-glukosidasy jsou velmi rozšířenou a rozmanitou skupinou enzymů, které vykonávají 
různé funkce závisející na subcelulární lokalizaci α-glukosidas a na organismu, ve kterém 
se nacházejí. Jsou to exo-glykosidasy, katalyzující uvolnění α-D-glukosy z neredukujícího 
konce substrátů [152]. 
Různé formy těchto enzymů hydrolyzují odštěpení α-1,1-, α-1,2-, α-1,3-, α-1,4- a α-1,6-
vázané glukosy z glykoproteinů, nebo neredukujících konců disacharidů a škrobu. Také 
katalyzují α-D-glukosyl transferasové reakce [153, 154].  
α-glukosidasy byly purifikovány z rostlin, mikroorganismů a ţivočichů. Tyto enzymy byly 
rozděleny do třech skupin. Typ I hydrolyzuje heterogenní substráty, jako aryl glykosidy a 
také sacharosu více efektivně neţ maltosu. Typ II preferuje maltosu a isomaltosu a má 
nízkou afinitu k aryl glykosidům. Typ III má stejnou specificitu jako II a kromě toho 
katalyzuje hydrolýzu polysacharidů amylosy a amylopektinu [152]. 
Chloroplastová α-glukosidasa hrachu se pravděpodobně podílí na degradaci škrobu [155, 
156]. Dvě rozdílné formy α-glukosidas v ER katalyzují odštěpení α-1,2- a α-1,3- vázaných 
glukos z nascentních glykoproteinů. Tento proces je součástí sbalování glykoproteinů 
[157]. 
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V rostlinách byla zjištěná i přítomnost apoplastické formy α-glukosidasy avšak její funkce 
zůstává nejasná z důvodu malého mnoţství enzymových substrátů přítomných v apoplastu 
[155, 158].   
Funkce α-glukosidasy v semenech ječmene byla zkoumána aplikací inhibitorů α-
glukosidasy a vytvořením transgenní rostliny mající o padesát procent niţší aktivitu 
enzymu. Tímto způsobem bylo zjištěno, ţe α-glukosidasa štěpí maltosu na glukosu, podílí 
se na degradaci škrobu, a tím i na růstu semen ječmene [159]. 
 
β-glukosidasa EC 3.2.1.21 
 
β-glukosidasy jsou velmi rozšířeny v celé rostlinné říši. Hydrolyzují β-D-glukosidové 
vazby a produkují neredukující β-D-glukosové zbytky a koncové aglykony [160]. β-
glukosidasy se podílejí na obraně rostlin, lignifikaci buněčné stěny, hydrolýze β-D-glukanu 
buněčné stěny, aktivaci fytohormonů a uvolňování aromatických látek rostlin [161]. β-
glukosidasa je zřejmě zapojená do odbourávání antokyaninů v průběhu poslední fáze zrání 
ovoce [162]. 
Lokalizace β-glukosidasy byla  zkoumaná v plodech sladké třešně. U nezralého plodu byla 
β-glukosidasa lokalizována v cytosolu a apoplastu, ve zralém plodu byla detekována 
asociace β-glukosidasy s buněčnou stěnou [163].  
Fotosyntetická aktivita ve spojení s aktivitou β-glukosidasy byla zkoumána v různých 
stádiích senescence rostlin. Ztráta fotosyntetické aktivity v průběhu senescence je 
doprovázená signifikantním nárůstem aktivity β-glukosidasy vázané k buněčné membráně, 
která štěpí polysacharidy na rozpustné cukry. Tím se předpokládá, ţe polysacharidy vázané 
k buněčné stěně jsou zdrojem sacharidů pro rostlinu v senescenci [164].   
 
α-galaktosidasa EC3.2.1.22  
 
α-galaktosidasy katalyzují hydrolýzu α-1,6-vázaných galaktosylových zbytků ze široké 
škály lineárních a rozvětvených oligosacharidů, polysacharidů a také syntetických 
substrátů jako p-nitrofenyl-α-D-galaktopyranosid [165, 166]. 
α-galaktosidasa je jedním ze tří enzymů účastnících se modifikace a degradace 
galaktomannanů buněčné stěny. Bylo pozorováno, ţe aktivita α-galaktosidasy narůstala 
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postupně v průběhu vývoje endospermu kávového zrna a dosáhla maxima asi po 30 dnech 
od vytvoření květu, coţ je spojeno s tvrdnutím zrna [167]. 
Aktivita α-galaktosidasy byla zkoumána i v plodech papáje. Nízká aktivita byla 
detekována ve fázi rozvoje plodů a k jejímu zvýšení došlo v průběhu zrání plodů. α-
galaktosidasa v plodech papáje také zvyšovala rozpustnost pektinu a jeho depolymerizaci 
v průběhu zrání plodů. Z tohoto důvodu se α-galaktosidasa zřejmě podílí na měknutí 
zrajícího plodu [168].   
Chloroplastová α-galaktosidasa v rostlinách rýţe se podílí na degradaci thylakoidní 
membrány v průběhu senescence rostliny. Degraduje digalaktosyl diacylglycerol 
(glykolipid) thylakoidní membrány [169]. 
 
α-mannosidasa EC 3.2.1.24 
 
α-mannosidasy hydrolyzují koncovou α-mannosidasovou vazbu v mannose a komplexním 
typu N-vázaných oligoasacharidů přítomných v glykoproteinech. Podle sekvenční 
homologie a inhibice jsou rozděleny do dvou skupin. α-mannosidasy skupiny I se podílejí 
na zpracování N-vázaných oliosacharidů. Tyto α-mannosidasy jsou lokalizovány v ER a 
Golgiho aparátu [170]. 
Skupina II α-mannosidas obsahuje tři subkategorie enzymů, lokalizovaných v Golgiho 
aparátu, v cytosolu a v lysozomech nebo vakuole. α-mannosidasa v Golgiho aparátu se 
podílí na zpracování N-vázaných oligosacharidů se specificitou pro α-1,3- a α-1,6 vázanou 
mannosu [170]. Dále se tato skupina účastní přeměny a degradace cytosolových a 
vakuolárních N-vázaných oligosacharidů a proteinového obsahu vakuol [155]. 
Aktivita α-mannosidasy se zvyšuje v průběhu klíčení semen a zrání plodů [171]. 
 
β-N-acetylhexosaminidasa EC 3.2.1.52 
 
β-N-acetylhexosaminidasa hydrolyzuje N-acetyl-D-glukosamin (GlcNAc) a N-acetyl-D-
galaktosamin (GalNAc) z neredukujících konců přirozeně se vyskytujících sacharidů, nebo 
uměle připravených substrátů (např. substrátů značených p-nitrofenolem).  
V rostlinách byly vysoké hladiny β-N-acetylhexosaminidasy detekovány při klíčení semen 
[172] a při měknutí plodů v průběhu jejich zrání [173, 174]. Také je předpokládaná funkce 
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β-N-acetylhexosaminidasy v procesech spojených s obranou rostliny, protoţe několik β-N-
acetylhexosaminidas můţe degradovat oligomery chitinu [172, 175]. 
V Arabidopsis thaliana byly identifikovány tři geny kódující β-N-acetylhexosaminidasu 
HEXO1, HEXO2 a HEXO3. β-N-acetylhexosaminidasa kódovaná genem HEXO1 je 
lokalizována ve vakuole a podílí se na štěpení vakuolárních N-glykanů. Enzymy kódované 
geny HEXO2 a HEXO3 jsou součástí plazmatické membrány a zpracovávají N-glykany, 






















2. Cíl práce  
 
Cílem této diplomové práce bylo zjistit, zda teplotní šok (2 hod. 42°C) aplikovaný před 
nebo po inokulaci rostlin tabáku Y virem bramboru (PVY
NTN
) ovlivňuje rozvoj virové 
infekce v porovnání s rostlinami infikovanými bez teplotního šoku. V experimentálních 
rostlinách byly sledovány změny v metabolismu způsobené virovou infekci, teplotním 
šokem a  kombinací obou zmíněných stresorů. Za tímto účelem bylo provedeno: 
  
 stanovení mnoţství obalového proteinu PVYNTN 
 stanovení mnoţství proteinu HSP70  
 stanovení aktivity enzymů Hatchova-Slackova cyklu 
 stanovení aktivity vybraných glykosidas 


























Analytické váhy 100 A – Denver Instrument Company, USA 
Centrifuga Universal 32 R – Hettich Zentrifugen, Německo 
Čtečka mikrotitračních destiček - Sunrise, TECAN, Švýcarsko 
Elektroforetická souprava - Biometra, Německo 
Mísič gradientu – Amersham Pharmacia Biotech, Velká Británie 
pH/mV metr UB-10 – Denver Instrument Company, USA 
Souprava pro přenos proteinů - Biometra, Německo 
Spektrofotometr Helios α – Thermo Spectronic, USA 
Spektrofotometr Ultrospec 2100 Pro – Biochrom, Velká Británie 
Termostat se suchou lázní EL–01 – Major Science, USA 
Vortex – Biosan, Lotyšsko 
 
3.2. Chemikálie  
 
3,3´-diaminobenzidin, Sigma, USA 
Akrylamid, Sigma, USA 
ATP, Sigma, USA 
Barevný standard ProSieve, Cambrex Bio Science, USA 
BCIP, Sigma, USA 
Bisakrylamid, Sigma, USA 
Bromfenolová modř, Sigma, USA 
BSA, Sigma, USA 
Citronan sodný, Penta, ČR 
CuSO4, Lachema 
DTT, Sigma, USA 
EDTA, Sigma, USA 
Ethanol, Lachema, ČR 
Folinovo činidlo, Dr. Kulich Pharma 
Fosfoenolpyruvát sodný, Sigma, USA 
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Glycerol, Penta, ČR  
Glycin, Serva, Německo 
HCl, Penta, ČR  
KCl, Lachema, ČR 
K2HPO4, Lachema, ČR 
KH2PO4, PENTA,ČR 
kozí protilátka proti králičí protilátce konjugovaná s alkalickou fosfatasou, Sigma, USA 
králičí protilátka proti cytosolovému HSP70, Thermo Fischer Scientific, USA 
králičí protilátka proti PVY
NTN
, Ústav experimentální botaniky AV ČR 
Kyselina citronová, Lachema, ČR 
Kyselina octová, PENTA, ČR 
L-Malát sodný, Sigma, USA 
Methanol, Penta, ČR 
MgCl2, Sigma, USA 
Na2B4O7, PENTA, ČR 
Na2CO3, Lachema, ČR 






NaHCO3, Sigma, USA 
Na2HPO4, PENTA, ČR 
NaH2PO4, PENTA,ČR 
NaN3, Fluka, Velká Británie 
NaOH, Lachema, ČR 
Nitroblue tetrazolium, Sigma, USA 
Peroxid vodíku, Penta,ČR 
Peroxodisíran amonný, Sigma, USA 
Phenazin methosulfat, Sigma, USA 
p-nitrofenylfosfát sodný, Sigma, USA 
p-nitrofenyl-α-D-galaktopyranosid,  Sigma, USA 
p-nitrofenyl-α-D-glukopyranosid, Sigma, USA 
p-nitrofenyl-β-D-glukopyranosid, Sigma, USA 
p-nitrofenyl-α-D-mannopyranosid, Sigma, USA 
p-nitrofenyl-N-acetyl-β-D-galaktosaminid, Sigma, USA 
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p-nitrofenyl-N-acetyl-β-D-glukosaminid, Sigma, USA 
PVP, Sigma, USA 
Pyruvát sodný, Sigma, USA 
Sacharosa, Penta, ČR 
SDS, Sigma, USA 
TEMED, Serva, Německo 
Tris (hydroxymethyl)aminomethan, Sigma, USA 
Tween 20, Sigma, USA 
Vinan sodný, Lachema, ČR 
 
3.3. Rostlinný materiál 
 
Pouţity byly rostliny tabáku (Nicotiana tabacum L. cv. Petit Havana SR1), pěstované 
v kultivačních místnostech Ústavu experimentální botaniky Akademie věd s laskavým 




4.1. Pěstování rostlin, provedení pokusu a odběr vzorků 
 
Rostliny byly pěstovány ve směsi substrátu a písku (3:1) v kultivační místnosti s umělým 
osvětlením a klimatizací (cyklus 16 hodin světla a 8 hodin tmy, teplota 20°C, relativní 





Bylo pěstováno asi 80 rostlin, které byly rozděleny na pět skupin. První skupina rostlin 
K20 byla po celou dobu (10 týdnů) pěstovaná při 20°C. Táto skupina byla kontrolní 
skupinou ke skupině K42, která byla vystavená teplotnímu šoku 42°C po dobu 2 hodin 
v kultivačním boxu. Skupina rostlin označená Y20 byla infikovaná virem PVY
NTN
. Extrakt 
pro inokulaci rostlin virem PVY
NTN
 byl připraven smísením infikovaných listů rostlin 
tabáku s desetinásobkem 0,051 M fosfátového pufru o pH 8,0 a nakonec byl přidán 
karborundový prášek. Tento extrakt byl nanesen na adaxiální povrch listu.  
Rostliny ze skupiny 42Y, byly nejdříve vystaveny teplotnímu šoku (42°C, 2 hodiny) a po 
uplynutí 1 hodiny byly infikovány virem PVY
NTN
. Skupina rostlin Y42 byla nejdřív 
infikována virem PVY
NTN
 a po hodině byla vystavená teplotnímu šoku (42°C, 2 hodiny). 
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Vzorky skupin rostlin K20 a K42 prvního experimentu byly odebrány v rané fázi pokusu 1 
hodinu, 2 hodiny, 3 hodiny po aplikaci HS. Vzorky všech pěti skupin rostlin byly odebrány 
1., 5., 8., 12., 15., 22. a 28. den.                                  
Ve druhém experimentu byly vzorky všech skupin rostlin odebrány také 1 hodinu pro 
aplikaci HS a inokulaci virem. Dále byly vzorky všech skupin rostlin odebírány 1. den, 7. 
den, 14. den, 21. den a 28. den po aplikaci HS a inokulaci virem PVY
NTN
.  
Vzorky byly připraveny odebráním prvních plně vyvinutých listů, ze kterých byla 
odstraněná střední ţilka. V prvním pokusu byly pro kaţdou skupinu odebírány listy ze 
šestnácti rostlin. Směsné vzorky byly váţeny po 0,5 a 1 g. V druhém pokusu kaţdá skupina 
obsahovala deset rostlin. Směsné vzorky byly váţeny po 0,5 g. Následně byly vzorky 
zmraţeny tekutým dusíkem a uloţeny do hlubobokomrazícího boxu při -80°C. 
 
4.2. Příprava rostlinného extraktu 
 
Rostlinný extrakt byl připraven homogenizací odebraných vzorků rostlin ve třecí misce 
s trojnásobkem extrakčního pufru A, který obsahoval 100 mM Tris-HCl pufr, pH 7,8; 1 
mM DTT; 1mM EDTA; 5 mM MgCl2 a 5 % (v/v) glycerol. Extrakt byl poté převeden do 
mikrozkumavek, kde bylo přidáno přibliţně 0,02 g PVP. Následně byly vzorky 
centrifugovány 15 minut při 4°C a 16 600 x g. Po centrifugaci vzorků byl supernatant 
pipetován do mikrozkumavek a pouţit k měření. 
 
4.3. Imunochemická detekce metodou ELISA 
4.3.1. Detekce obalového proteinu PVYNTN  
 
Rostlinný materiál byl homogenizován ve třecí misce s desetinásobkem potahovacího 
pufru o pH 9,6, který obsahoval 15 mM Na2CO3; 35 mM NaHCO3 a 3 mM NaN3. Po 
homogenizaci byl extrakt přefiltrován přes gázu a následně bylo 100 µl tohoto extraktu 
pipetováno do kaţdé jamky mikrotitrační destičky. Jednotlivé vzorky byly na destičku 
naneseny v tripletech. Destička byla inkubovaná přes noc v lednici při 4°C aby došlo 
k navázaní virových částic na povrch jamek destičky. 
Destička byla poté 4x promyta 200 µl promývacího pufru PBS+T (obsahující 8 g NaCl; 2,9 
g Na2HPO4; 0,2 g KH2PO4; 0,2 g KCl a 0,2 g NaN3 a 0,05% Tween v 1 l destilované 
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vody). Dalším krokem bylo nanesení 100 µl králičí protilátky proti PVY
NTN
 o koncentraci 
1 µg/l ředěné v konjugačním pufru (0,2% BSA, 2% PVP v pufru PBS+T) do kaţdé jamky 
destičky. Destička byla poté inkubovaná 2 hodiny při 37°C. 
Po inkubaci následovalo promývaní destičky 4x 200 µl pufrem PBS+T. Poté bylo na 
povrch jamek destičky pipetováno 100 µl sekundární kozí protilátky proti králičí protilátce 
značené alkalickou fosfatasou. Roztok sekundární kozí protilátky byl připraven smísením 
protilátky s konjugačním pufrem v poměru 1:30 000. Následovala další inkubace destičky 
při 37°C trvající 3 hodiny. 
Po posledním promývaní 4x pufrem PBS+T následovalo nanesení 100 µl substrátu pro 
alkalickou fosfatasu. Substrátem pro alkalickou fosfatasu byl roztok p-nitrofenylfosfátu 
v substrátovém pufru o koncentraci 1mg/ml. Substrátový pufr byl připraven smísením 1,4 
ml 0,2 M NaHCO3; 1,1 ml 0,2 M Na2CO3; 10 µl 0,1 M MgCl2 a 7,5 ml H2O. Poté byla 
destička inkubována 1 hodinu při 37°C.  
Nakonec byla změřena intenzita ţlutého p-nitrofenolu spektrofotometrickým měřením 
absorbance při 405 nm pomocí čtečky mikrotitračních destiček. 
 
4.3.2. Detekce proteinu HSP70 metodou ELISA 
 
Mnoţství HSP70 bylo v extraktech rostlin detekováno metodou ELISA postupem 
popsaným v kapitole 4.3.1. s tím rozdílem, ţe jako primární protilátka byla pouţita králičí 
protilátka proti rostlinnému cytosolovému proteinu HSP70 ředěná konjugačním pufrem 
v poměru 1:3000.  
 
4.4. SDS elektroforéza 
 
Jako malopórový dělící gel byl pro SDS elektroforézu pouţit 10% gel připravený smísením 
4 ml 30% směsi akrylamidu/bisakrylamidu; 3 ml 1,5 M Tris-HCl pufru, pH 8,8; 0,11 ml 
10% roztoku SDS; 0,005 ml roztoku TEMED, 4,5 ml destilované vody a 0,11 ml 10% 
roztoku peroxodisíranu amonného. 
Jako velkopórový gel byl připraven 6% roztok akrylamidu obsahující 1 ml 30% směsi 
akrylamidu/bisakrylamidu; 1,3 ml 1,5 M Tris-HCl pufru, pH 6,8; 0,05 ml 10% roztoku 
SDS; 0,004 ml roztoku TEMED a 2,6 ml destilované vody. Polymerace velkopórového 
gelu byla iniciovaná přidáním 0,05 ml 10% roztoku peroxodisíranu amonného.  
35  
Pro SDS elektroforézu byl pouţit elektrodový pufr o pH 8,3 připravený smísením 18,8 g 
glycinu; 3g Tris a 1g SDS v 1 l destilované vody.  
Vzorky pro elektroforézu byly vytvořeny smísením rostlinného extraktu (připraveného 
postupem v kapitole 4.2.) se vzorkovým pufrem v poměru 1:1 tak, aby ve všech vzorcích 
rostlin byla stejná koncentrace proteinů. Vzorkový pufr obsahoval 2,6 ml 0,5 M Tris-HCl 
pufru, pH 6,8; 2 ml 10% SDS; 2 ml glycerolu; 0,1542 g DTT; 0,5 ml 0,1% bromfenolové 
modři a 2,9 ml destilované vody. Před elektroforézou byly vzorky vloţeny do suché lázně 
po dobu 10 minut při 100°C. Po vychladnutí byly vzorky se stejným mnoţstvím proteinů 
pipetovány do jamek velkoporového gelu. Do první jamky bylo pipetováno 10 µl 
barevného standardu ProSieve.  
Při spuštění elektroforézy bylo nastaveno napětí o hodnotě 70 mV a po doputování 
bromfenolové modři na rozhraní gelů bylo zvýšeno na 140 mV. 
Po skončení  elektroforézy byl gel dále pouţit pro přenos proteinů na nitrocelulosovou 
membránu a pro imunochemickou detekci proteinu HSP70. 
 
4.5. Imunochemická detekce proteinu HSP70 na nitrocelulosové 
membráně 
4.5.1. Přenos proteinů z gelu na nitrocelulosovou membránu metodou 
„Western blot“ 
 
Do aparatury Biometra pro přenos proteinů byla na 5 vrstev filtračního papíru napuštěného 
transferovým pufrem umístěna nitrocelulosová membrána určena pro přenos proteinů, 
rovněţ napuštěná transferovým pufrem, a gel po SDS elektroforéze ekvilibrovaný 
transferovým pufrem. Transferový pufr obsahoval 25 mM Tris-HCl pufr, pH 8,3; 150 mM 
glycin; 20% methanol. Na gel po SDS elektroforéze bylo umístěno dalších pět vrstev 
filtračního papíru napuštěných transferovým pufrem. Aparatura byla poté uzavřena a byl 
nastaven proud rovný pětinásobku obsahu membrány v cm
2
. Přenos proteinů z gelu na 





4.5.2. Detekce proteinu HSP70 na nitrocelulosové membráně specifickou 
protilátkou 
 
Nitrocelulosová membrána po přenosu proteinů z gelu byla inkubována 1 hodinu v 1% 
roztoku BSA v konjugačním pufru. Membrána byla poté třikrát po 5 minutách 
promyta pufrem PBS+T. 
Po promytí byla membrána inkubována přes noc při 4°C v roztoku primární králičí 
protilátky proti cytosolovému proteinu HSP70 připraveného ředěním protilátky s 
konjugačním pufrem v poměru 1:3000. 
Poté byla membrána promyta v pufru PBS+T třikrát po 5 minutách a následovala další 
inkubace membrány v roztoku sekundární kozí protilátky proti primární králičí protilátce 
značené alkalickou fosfatasou v konjugačním pufru (1:30 000) po dobu 3 hodin při 37°C. 
Dalším krokem bylo promývání membrány v pufru PBS+T třikrát po 5 minutách a 
membrána byla nakonec vloţena do barvícího roztoku, který obsahoval 0,4 mg BCIP; 0,7 
mg NBT; 2,8 ml 0,2 M NaHCO3; 2,2 ml 0,2 M Na2CO3 a 15 ml destilované vody. 
 
4.6. Stanovení aktivity enzymů Hatchova-Slackova cyklu 
 
Aktivita enzymů Hatchova-Slackova cyklu byla stanovená kinetickou 
spektrofotometrickou metodou.  
Pro stanovení aktivity NADP-ME byl měřený nárůst absorbance při 340 nm, který 
odpovídal mnoţství vytvořeného NADPH+H
+
. 
Aktivity enzymů PEPC a PPDK byly stanoveny pomocí metody, při které byla sledovaná 
spotřeba NADH+H
+
 spřaţenou reakcí katalyzovanou MDH odpovídající poklesu 
absorbance při 340 nm. 
Reakční směsi pro stanovení aktivity jednotlivých enzymů byly pipetovány do 
mikrozkumavek a následně byly temperovány na teplotu 36°C v suché lázni po dobu 5 





4.6.1. Stanovení aktivity NADP–ME 
 
Reakční směs pro stanovení aktivity NADP-ME obsahovala 100 mM Tris-HCl pufr, pH 
7,4; 10 mM L-malát; 2mM MgCl2 a 0,2 mM NADP
+
. Nakonec bylo k reakční směsi 
přidáno 50 µl extraktu pro iniciaci enzymové reakce. 
 
4.6.2. Stanovení aktivity PEPC 
 
Aktivita PEPC byla měřená pomocí jednoduché spřaţené reakce, ve které byl produkt 
reakce oxalacetát v přítomnosti NADH+H
+
 přeměňován MDH, obsaţenou v rostlinném 
extraktu. 
Reakční směs pro toto stanovení obsahovala: 100 mM Tris-HCl pufr, pH 8,1; 5 mM 
NaHCO3; 2 mM MgCl2; 0,2 mM NADH a 2 mM fosfoenolpyruvát. Enzymová reakce byla 
iniciována přidáním 20 µl rostlinného extraktu. 
 
4.6.3. Stanovení aktivity PPDK 
 
Pro stanovení aktivity PPDK byla vyuţitá dvojitá spřaţená reakce. Produkt reakce PEP byl 
v přítomnosti NaHCO3 přeměňován PEPC na oxalacetát, který slouţil následně jako 
substrát pro MDH v přítomnosti NADH+H
+
. 
Reakční směs pro stanovení aktivity PPDK obsahovala 100 mM Tris-HCl pufr, pH 8,1; 10 
mM MgCl2; 5 mM NaHCO3; 2 mM pyruvát; 1 mM ATP; 2 mM Na2HPO4 a 0,2 mM 
NADH. K reakční směsi bylo přidáno 50 µl rostlinného extraktu, čímţ byla iniciovaná 
enzymová reakce. 
 
4.7. Stanovení aktivity glykosidas 
 
Aktivita glykosidas byla měřená tzv. metodou „end point“ s pouţitím uměle připravených 
substrátů glykopyranosidů s navázaným p-nitrofenylem. Reakční směs obsahovala 50 µl 2 
mM roztoku substrátu (p-nitrofenyl-α-D-glukopyranosid pro stanovení α-glukosidasy, p-
nitrofenyl-β-D-glukopyranosid pro stanovení aktivity β-glukosidasy, p-nitrofenyl-α-D-
galaktopyranosid pro stanovení α-galaktosidasy, p-nitrofenyl-α-D-mannopyranosid pro 
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stanovení aktivity α-mannosidasy, p-nitrofenyl-N-acetyl-β-D-glukosaminid a p-nitrofenyl-
N-acetyl-β-D-galaktosaminid pro stanovení aktivity β-N-acetylhexosaminidasy); 50 µl 0,2 
M citrátového pufru, pH 4,5. Pro iniciaci reakce bylo pipetováno 100 µl rostlinného 
extraktu k reakční směsi. Po 20 minutách byla reakce zastavena přidáním 800 µl  
borátového pufru o pH 9. Následně byla měřena absorbance při 405 nm oproti slepému 
pokusu. Reakční směs slepého pokusů měla stejné sloţení jako stanovovaný vzorek, avšak 
reakce v něm neproběhla, protoţe borátový pufr, pH 9 byl pipetován před přidáním 
enzymu. Aktivita glykosidas byla následně vypočítaná pouţitím molárního absorpčního 








4.8. Nativní elektroforéza 
 
Pro sledování aktivity a isoenzymového sloţení NADP-ME a peroxidasy byla zvolena 
metoda nativní elektroforézy. 
Dělící gradientový gel byl připraven smísením 6% a 12% roztoku akrylamidu pomocí 
mísiče gradientu. 6% roztok akrylamidu byl připraven smísením 1,2 ml 30% směsi 
akrylamidu/bisakrylamidu; 1,6 ml 1,5 M Tris-HCl pufru, pH 8,8; 0,06 ml 10% glycerolu; 
0,005 ml roztoku TEMED a 3,2 ml destilované vody. 12% roztok akrylamidu obsahoval 
2,4 ml 30% směsi akrylamidu/bisakrylamidu; 1,6 ml 1,5 M Tris-HCl pufru, pH 8,8; 0,06 
ml 10% glycerolu; 0,003 ml roztoku TEMED a 2 ml destilované vody. Iniciace 
polymerace gelů byla zahájena přidáním 0,06 ml 10% roztoku peroxodisíranu amonného. 
Malopórový dělící gel po polymeraci byl převrstven 3% velkopórovým gelem, 
obsahujícím 0,4 ml 30% směsi akrylamidu/bisakrylamidu; 0,5 ml 1,5 M Tris-HCl pufru, 
pH 6,8; 0,04 ml 10% glycerolu; 0,008 ml roztoku TEMED a 3 ml destilované vody. 
Nakonec bylo přidáno 0,04 ml 10% roztoku peroxodisíranu amonného, čímţ došlo 
k zahájení polymerace gelu.  
Po polymeraci velkopórového gelu byla skla vloţena do elektroforetické aparatury 
Biometra. Následně byl do aparatury nalit elektrodový pufr o pH 8,3 obsahující 18,8 g 
glycinu; 3 g Tris a 10 ml 10% glycerolu v 1 l destilované vody. Do vrchní části aparatury 
bylo přidáno 150 µl 0,1% bromfenolové modři. 
V čerstvém extraktu listů tabáku (připravený postupem v kapitole 4.2.) bylo stanoveno 
mnoţství proteinu postupem popsaným v kapitole 4.9. Poté byl extrakt jednotlivých skupin 
rostlin naředěn pufrem A tak, aby ve všech extraktech byla stejná koncentrace proteinů. 
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Takto naředěný čerstvý extrakt listů tabáku v 20% (w/v) sacharose byl aplikován do 
jednotlivých jamek.  
Po uzavření aparatury bylo napětí na přístroji nastaveno na 70 mV a po doběhnutí 
bromfenolové modři na rozhraní gelů bylo navýšeno na 140 mV. Po skončení 
elektroforézy byl gel převeden do Petriho misky s reakční směsí pro detekci enzymů. 
 
4.8.1. Detekce NADP-ME v polyakrylamidovém gelu po nativní 
elektroforéze 
Pro detekci enzymu NADP-ME po nativní elektroforéze byla připravená reakční směs 
obsahující 100 mM Tris-HCl pufr, pH 7,4; 10 mM L-malát; 10 mM MgCl2; 1,5 mg/ml  
NADP
+
; 0,005 mg/ml nitroblue tetrazolium a 0,005 mg/ml phenazin methosulfát.  
 
4.8.2. Detekce peroxidasy v polyakrylamidovém gelu po nativní 
elektroforéze 
Reakční směs pro detekci peroxidasy po nativní elektroforéze obsahovala 0,02 g 3,3´-
diaminobenzidinu v 5 ml destilovaného 96% ethanolu; 14 ml 0,5 M fosfátového pufru, pH 
7,0; 0,2 ml 30% peroxidu vodíku a 800 µl destilované vody. 
 
4.9. Stanovení množství proteinů Lowryho metodou 
 
 
Pro vlastní stanovení proteinů byl pouţit extrakt listů tabáku připravený postupem 
v kapitole 4.2. 10 µl tohoto extraktu bylo pipetováno do mikrozkumavky spolu s 190 µl 
destilované vody. Roztok blanku byl připraven smísením 10 µl pufru A s 190 µl  
destilované vody. Poté byl ke zředěným extraktům a blanku pipetován 1 ml roztoku C (50 
ml 2% roztoku Na2CO3 v 0,1 M NaOH a 1 ml 0,5% roztoku CuSO4 v 1% vinanu sodném) 
a po 10 minutové inkubaci bylo pipetováno 100 µl Folinova činidla ředěného v destilované 
vodě v poměru 1:1. Po 30 minutách inkubace byla měřená absorbance vzorků proti blanku 
při 500 nm.  
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Pro kalibraci stanovení proteinů Lowryho metodou bylo připraveno šest 200 µl roztoků 
BSA v destilované vodě o koncentracích 0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 a 0,5 mg/ml, které byly 
zpracovány stejným způsobem jako vzorky.  
 
4.10. Stanovení hmotnosti sušiny 
 
Ve druhém pokusu byla ve vzorcích stanovená hmotnost sušiny. Vzorky listů tabáku 
připravené postupem v kapitole 4.1. byly přeneseny do mikrozkumavek a sušeny v suché 






















V rostlinách tabáku byl sledován vliv kombinace stresových faktorů (teplotního šoku a 
virové infekce) na metabolismus rostlin, mnoţství proteinu HSP70 a na mnoţství viru 
PVY
NTN
 v infikovaných rostlinách.  
Studium kombinace těchto stresových faktorů v rostlinách tabáku bylo provedeno ve třech 
pokusech, z nichţ v této práci jsou uvedeny pokusy dva. Ve všech pokusech byly rostliny 
pěstovány v kultivačních místnostech za konstantních podmínek (20°C, vlhkost 75%, 




, cyklus 16 hod. světla a 8 hod. tmy). Pro vlastní experiment 
byly rostliny rozděleny do pěti skupin. Kromě kontrolní skupiny (K20) a dvou skupin 
vystavených působení jen jednoho stresového faktoru: teplotnímu šoku (K42) nebo infekci 
Y viru bramboru (Y20), byly další dvě skupiny vystaveny kombinaci výše zmíněných 
stresových faktorů. Skupina rostlin nejdříve vystavených působení teplotního šoku (42°C 
po dobu 2 hod.) a po 1 hodině inokulovaná Y virem bramboru (42Y) byla studována 
odděleně od skupiny rostlin nejdříve inokulovaných virem PVY
NTN
 a po hodině 
vystavených 2-hodinovému působení teploty 42°C (Y42).  
 
5.1. Vliv teplotního šoku na množství viru PVY
NTN
 v rostlinách tabáku 
 
Mnoţství obalového proteinu viru PVY
NTN
 bylo detekováno metodou ELISA. Relativní 
obsah viru byl stanoven v listech všech skupin infikovaných rostlin (42Y, Y42 a Y20).  
V prvním pokusu bylo největší zvýšení relativního mnoţství proteinu PVY
NTN
 detekováno 
22. a 28. den po inokulaci, a to ve všech skupinách. Z těchto skupin nejvyšší hodnoty 
relativního obsahu viru vykazovala skupina Y42. Přestoţe relativní obsah viru stále 
dosahoval nejvyšších hodnot, 28. den došlo v této skupině k mírnému poklesu obsahu 
mnoţství viru, zatímco ve skupinách 42Y a Y20 se jeho mnoţství nezměnilo (obr. 7. graf 
A). 
Mnoţství obalového proteinu viru PVY
NTN
 bylo rovněţ stanoveno ve druhém pokusu. 
Ve druhém pokusu byly mezi jednotlivými skupinami oproti prvnímu pokusu 
zaznamenány rozdíly v časovém průběhu virové infekce. Výsledky ukazují, ţe jiţ 14. den 
po inokulaci došlo u skupiny rostlin 42Y k dosaţení maxima obsahu viru. V dalších dnech 
se mnoţství viru PVY
NTN
 ve skupině 42Y sniţovalo. Největší mnoţství viru ve skupině 
Y42 bylo detekováno 21. den, přičemţ pokles relativního mnoţství viru ve skupině Y42 
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byl detekován 28. den po inokulaci, podobně jako v prvním pokusu. Rozdíl oproti prvnímu 
pokusu byl zjištěn ve skupině Y20, a to především 28. den infekce, kdy bylo detekováno 




















































Obr. 7. Detekce mnoţství obalového proteinu viru PVY
NTN
 metodou ELISA ve skupině 42Y, Y42 
a Y20 v prvním pokusu (graf A) a ve druhém pokusu (graf B). Na ose y je vynesena absorbance p-
nitrofenolu a na ose x je doba po inokulaci PVY
NTN
. 42Y – skupina vystavená působení teplotního 
šoku a poté inokulovaná virem PVY
NTN
, Y42 – skupina inokulovaná virem PVY
NTN
 a poté 








Jednotlivé hodnoty mnoţství viru PVY
NTN
 ve skupinách 42Y, Y42 a Y20 byly statisticky 
porovnány metodou ANOVA. Výsledek je uveden v tabulce 3. V prvním pokusu byly 
nejvýznamnější rozdíly zaznamenány 15. den mezi skupinami Y20 a Y42, 22. den mezi 
všemi skupinami a poslední 28. mezi skupinami Y20 a Y42. Ve druhém pokusu byly 
nejvýznamnější rozdíly detekovány mezi skupinami rostlin vystavených kombinovanému 
stresu 42Y a Y42 14. den infekce a také 28. den mezi skupinami Y20 a 42Y.  
 
Tab. 3. Statistické vyhodnocení srovnání množství viru PVY
NTN 
ve skupinách 42Y, Y42 a Y20 pro 1. 
a 2. pokus 
1. pokus 2. pokus 
Den Srovnání skupin p Den Srovnání skupin p 
15. den 
Y20 – 42Y 0,2617 
14. den 
Y20 – 42Y 0,0012 * 
Y20 – Y42 0,0005 * Y20 – Y42 0,5049 
42Y – Y42 0,0010 * 42Y – Y42 0,0002 * 
22. den 
Y20 – 42Y 0,0003 * 
21. den 
Y20 – 42Y 0,0200 * 
Y20 – Y42 3,4.10
-6 
*
 Y20 – Y42 0,0019 * 
42Y – Y42 1,06.10
-5 
*
 42Y – Y42 0,0086 * 
28. den 
Y20 – 42Y 0,0010 * 
28. den 
Y20 – 42Y 0,0020 * 
Y20 – Y42 0,0007 * Y20 – Y42 0,0115 * 
42Y – Y42 0,0100 * 42Y – Y42 0,0049 * 
* - p < 0,05; * - p < 0,01; * - p < 0,001 
5.2. Vliv teplotního šoku a virové infekce na množství proteinu HSP70 
 
Mnoţství proteinu HSP70 bylo stanoveno pomocí dvou metod. Jednalo se o 
imunochemickou detekci HSP70 na nitrocelulosové membráně a metodu ELISA na 
mikrotitrační destičce.   
V prvním pokusu bylo mnoţství proteinu HSP70 detekováno imunochemickou detekci na 
nitrocelulosové membráně 22. a 28. den odběru, kdy byl jiţ obsah viru v infikovaných 
rostlinách vysoký. Ve všech skupinách infikovaných rostlin (42Y, Y42 a Y20) bylo 22. 
den detekováno zvýšené mnoţství proteinu HSP70 v porovnání s kontrolními skupinami 
K20 a K42. Mnoţství proteinu HSP70 22. den korelovalo s mnoţstvím viru PVY
NTN
. 
Avšak 28. den bylo zvýšené mnoţství HSP70 detekováno jen ve skupině 42Y (obr. 8.). 
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Obr. 8. Imunochemická detekce proteinu HSP70 v prvním pokusu. Nitrocelulosová membrána po 
imunochemické detekci HSP70 v rostlinných extraktech odebraných 22. a 28. den infekce, šipka 
ukazuje na molekulovou hmotnost přibliţně 70 kDa (obr. A), grafické znázornění 
denzitometrického vyhodnocení intenzity prouţku (obr. B) a denzitometrické vyhodnocení 
intenzity prouţku programem Image J, šipky ukazují na pík odpovídající HSP70 (obr. C). K20 – 
kontrolní skupina, K42 – skupina rostlin vystavených teplotnímu šoku, 42Y – skupina vystavená 
teplotnímu šoku a poté inokulovaná virem PVY
NTN
, Y42 – skupina inokulovaná PVY
NTN
 a poté 




Ve druhém pokusu bylo mnoţství proteinu HSP70 stanoveno nejprve metodou ELISA ve 
všech odběrových dnech (obr. 9). Imunochemická detekce HSP70 na nitrocelulosové 
membráně byla poté provedená pro 14. a 21. den odběru, kdy se zdá být interakce HSP70 
s virovými proteiny důleţitá (obr. 10).   
Obr. 9. ukazuje výsledek kvantifikace HSP70 metodou ELISA ve druhém pokusu. Největší 
zvýšení HSP70 bylo detekováno jiţ 1. hodinu po aplikaci teplotního šoku ve skupinách 
vystavených teplotnímu šoku (K42, 42Y a Y42) a rovněţ ve skupině Y20. Podobný trend 
byl detekován i 1. den po aplikaci teplotního šoku a inokulaci PVY
NTN
. Aţ 14. den byl 
detekován nárůst HSP70, pravděpodobně související s probíhající virovou infekcí, a to ve 
skupinách vystavených kombinovanému stresu (42Y a Y42). Další odběrové dny jiţ 
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Obr. 9. Stanovení mnoţství proteinu HSP70 ve druhém pokusu metodou ELISA. Na ose y je 
vynesená absorbance p-nitrofenolu a na ose x doba po inokulaci a aplikaci HS. Statisticky 
významné rozdíly všech skupin v porovnání s kontrolní skupinou jsou v grafu vyznačeny 
hvězdičkou (* - p < 0,05; * - p < 0,01; * - p < 0,001). K20 – kontrolní skupina, K42 – skupina 
rostlin vystavených teplotnímu šoku, 42Y – skupina vystavená teplotnímu šoku a poté inokulovaná 
virem PVY
NTN
, Y42 – skupina inokulovaná PVY
NTN








Protoţe hlavním cílem práce bylo zjistit, zda rostlinný protein HSP70 v průběhu virové 
infekce pomáhá rostlině nebo viru, byl imunochemickou detekcí HSP70 na nitrocelulosové 
membráně stanoven obsah tohoto proteinu 14. a 21. den odběru, kdy obsah viru je na rozdíl 
od 1. hodiny jiţ znatelný.  
Oba tyto dny bylo mnoţství HSP70 v infikovaných skupinách zvýšené oproti skupinám 
kontrolním (obr. 10.). Zvýšené mnoţství HSP70 ve skupině 42Y 14. den korelovalo se 
stanoveným mnoţstvím viru PVY
NTN
 (obr. 7., graf B). Další odběrový den (21. den) došlo 
ke sníţení mnoţství HSP70 ve skupině 42Y, zatímco ve skupině Y42 se mnoţství HSP70 
v porovnání s 14. dnem nezměnilo, zároveň ale došlo ke zvýšení mnoţství HSP70 ve 


























































                                  C 
 
Obr. 10. Imunochemická detekce proteinu HSP70 ve skupinách rostlin druhého pokusu. 
Nitrocelulosová membrána po imunochemické detekci HSP70 v rostlinných extraktech odebraných 
14. a 21. den infekce, šipka ukazuje na molekulovou hmotnost přibliţně 70 kDa (obr. A), grafické 
znázornění denzitometrického vyhodnocení intenzity prouţku (obr. B) a denzitometrické 
vyhodnocení intenzity prouţku programem Image J, šipky ukazují na pík odpovídající HSP70 (obr. 
C). K20 – kontrolní skupina, K42 – skupina rostlin vystavených teplotnímu šoku, 42Y – skupina 
vystavená teplotnímu šoku a poté inokulovaná virem PVY
NTN
, Y42 – skupina inokulovaná PVY
NTN
 





5.3. Obsah sušiny v rostlinách vystavených stresu 
 
Vzhledem k tomu, ţe působením teplotního šoku na rostliny by mohlo dojít ke sníţení 
obsahu vody v rostlinách, byl ve druhém pokusu ve všech skupinách rostlin stanoven 
obsah sušiny v % v listech. Z výsledků uvedených v tab. 4. vyplývá, ţe vlivem zvýšené 
teploty nedošlo v rostlinách vystavených HS ke sníţení obsahu vody.  
Sníţení mnoţství vody nebylo detekováno ani ve skupinách vystavených kombinovanému 
stresu nebo samotné virové infekci v porovnání s kontrolní skupinou rostlin v posledních 
odběrových dnech.  
 
Tab. 4. Stanovení obsahu sušiny v listech rostlin tabáku ve druhém pokusu 
1. hod odběru 1. den odběru 7. den odběru 
skupina % sušiny skupina % sušiny skupina  % sušiny 
K20 12,7 K20 12,0 K20 16,5 
K42 12,0 K42 11,0 K42 14,4 
42Y 10,2 42Y 9,0 42Y 14,1 
Y42 11,3 Y42 9,5 Y42 13,2 
Y20 10,0 Y20 10,4 Y20 14,8 
14. den odběru 21. den odběru 28. den odběru 
skupina % sušiny skupina % sušiny skupina  % sušiny 
K20 16,8 K20 24,1 K20 27,5 
K42 15,3 K42 19,5 K42 21,9 
42Y 14,0 42Y 15,1 42Y 18,2 
Y42 12,1 Y42 12,9 Y42 14,7 
Y20 15,2 Y20 14,2 Y20 14,6 
 
5.4. Vliv kombinace teplotního a biotického stresu na metabolismus 
rostlin tabáku 
 
Působení kombinovaného stresu na rostlinu bylo studováno i na metabolické úrovni, a to 
stanovením aktivit enzymů Hatchova Slackova cyklu, glykosidas a rozpustných peroxidas 
v listech rostlin všech pěti skupin (K20, K42, 42Y, Y42 a Y20). Spektrofotometrické 
stanovení enzymů Hatchova-Slackova cyklu a glykosidas bylo provedeno v tripletech, 
statisticky významné rozdíly oproti kontrolním skupinám rostlin (K20) jsou znázorněny 
symbolem *.  
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5.4.1. Vliv teplotního stresu a virové infekce na aktivity enzymů Hatchova-
Slackova cyklu 
Aktivity enzymů Hatchova-Slackova cyklu byly na základě předchozích výsledků [137-
139] pouţity jako markery virové infekce rostlin tabáku Nicotiana tabacum L. cv. Petit 
Havana SR1. Pomocí změn specifických aktivit těchto enzymů ve skupinách rostlin 
s kombinovaným stresem byl také sledován vliv teplotního šoku na rozvoj virové infekce. 
Specifická aktivita PEPC, NADP-ME a PPDK se v kontrolních skupinách významně 
neměnila, zatímco ve skupinách stresovaných rostlin docházelo v některých odběrových 
dnech ke statisticky významným změnám aktivit (obr. 11., 12., 15.).  
 
5.4.1.1. Aktivita PEPC 
 
V infikovaných skupinách rostlin bylo pozorováno významné zvýšení aktivity PEPC 
v porovnání s kontrolní skupinou (obr. 11.).  
V prvním pokusu byla zjištěná zvýšená aktivita PEPC ve skupinách K42 v porovnání se 
skupinami K20 pro první tři odběry (1., 2. a 3. hod.). Dále došlo ke zvýšení aktivity PEPC 
v infikovaných skupinách rostlin 15., 22. a 28. den odběru. Maximum aktivity PEPC bylo 
detekováno ve skupině Y20 22. a 28. den. Aktivita PEPC byla 22. den ve skupině Y20 o 
390% větší neţ ve skupině K20 a 28. den o 160% větší neţ K20 (obr. 11, graf A). 
Ve druhém pokusu došlo k nárůstu aktivity enzymu PEPC v infikovaných skupinách 
rostlin 14., 21. a 28. den odběru. Maxima aktivity PEPC bylo dosaţeno 14. den ve skupině 
42Y (o 200% větší neţ K20) a také 21. den ve skupině Y20 (o 140% větší neţ K20) (obr. 
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Obr. 11. Specifická aktivita PEPC vztaţená na mnoţství rozpustných proteinů v prvním (graf A) 
a ve druhém (graf B) pokusu. Statisticky významné rozdíly všech skupin v porovnání s kontrolní 
skupinou (K20) jsou v grafu vyznačeny hvězdičkou (* - p < 0,05; * - p < 0,01; * - p < 0,001). K20 
– kontrolní skupina, K42 – skupina rostlin vystavených teplotnímu šoku, 42Y – skupina vystavená 
teplotnímu šoku a poté inokulovaná virem PVY
NTN
, Y42 – skupina inokulovaná PVY
NTN
 a poté 
vystavená teplotnímu šoku, Y20 – skupina inokulovaná PVY
NTN
. 1.–3. hodinu prvního pokusu 
(graf A) nebyly aktivity enzymu ve skupinách 42Y, Y42 a Y20 detekovány. 
5.4.1.2. Aktivita NADP-ME 
 
Dalším sledovaným enzymem Hatchova-Slackova cyklu byla NADP-ME. Ve skupinách 
rostlin vystavených působení stresu došlo ke zvýšení aktivity NADP-ME (obr. 12.).  
V prvním pokusu měla skupina rostlin K42 zvýšenou aktivitu enzymu NADP-ME o 220%, 
140% a 44% v porovnání se skupinou K20 v první třech odběrech (1. aţ 3. hod). Další 
odběrové dny byl zjištěn nárůst aktivity v infikovaných skupinách: 42Y, Y42 a Y20 oproti 
skupinám K20 a K42. Aktivita NADP-ME byla ve skupinách 42Y, Y42 a Y20 12. den aţ 
sedminásobně větší neţ ve skupině K20 a K42. Dále došlo ke zvýšení aktivity NADP-ME 
ve skupině Y20 15. a 22. den odběru, kdy měla skupina Y20 aţ pětinásobně větší aktivitu 
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neţ kontrolní skupina. Poslední 28. den aktivita NADP-ME ve skupině Y20 mírně klesla, 
přičemţ nejvyšší aktivitu vykazovala skupina 42Y (rozdíl 410% od kontrolní skupiny). 
Ve druhém pokusu byla první hodinu po aplikaci HS a inokulaci rostlin PVY
NTN
 
detekovaná zvýšená aktivita NADP-ME ve skupinách vystavených teplotnímu šoku: K42, 
42Y a Y42. K dalšímu výraznému nárůstu aktivity NADP-ME došlo 14., 21. a 28. den 
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Obr. 12. Specifická aktivita NADP-ME vztaţená na mnoţství rozpustných proteinů v prvním (graf 
A) a ve druhém (graf B) pokusu. Statisticky významné rozdíly mezi stresovanými skupinami 
rostlin a kontrolní skupinou (K20) jsou znázorněny hvězdičkou (* - p < 0,05; * - p < 0,01; * - p < 
0,001). K20 – kontrolní skupina, K42 – skupina rostlin vystavených teplotnímu šoku, 42Y – 
skupina vystavená teplotnímu šoku a poté inokulovaná virem PVY
NTN
, Y42 – skupina inokulovaná 
PVY
NTN
 a poté vystavená teplotnímu šoku, Y20 – skupina inokulovaná PVY
NTN
. 1.–3. 
hodinu prvního pokusu (graf A) nebyly aktivity enzymu ve skupinách 42Y, Y42 a Y20 detekovány. 
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Aktivita NADP-ME byla detekována i v gelu po nativní elektroforéze. Odběrové dny, ve 
kterých byla tímto postupem aktivita NADP-ME stanovená, byly vybrány z výsledků 
spektrofotometrického stanovení aktivity NADP-ME (obr. 12.).  
V prvním pokusu byla detekována aktivita NADP-ME ve dvou posledních odběrech, a to 
22. a 28. den. Zvýšení aktivity NADP-ME bylo 22. den detekováno ve skupině Y20 
v porovnání s ostatními skupinami a 28. den byla největší aktivita NADP-ME detekována 
ve skupinách 42Y a Y20 (obr. 13.). Výsledky se shodují se spektrofotometrickým 
stanovením NADP-ME (obr. 12., graf A). 
 
 
Obr. 13. Detekce aktivity NADP-ME v extraktech listů rostlin prvního pokusu separovaných  
nativní elektroforézou v gradientovém 6-12% polyakrylamidovém gelu. Do jamek bylo aplikováno 
95 µg proteinů. K20 – kontrolní skupina, K42 – skupina rostlin vystavených teplotnímu šoku, 42Y 
– skupina vystavená teplotnímu šoku a poté inokulovaná virem PVY
NTN
, Y42 – skupina 
inokulovaná PVY
NTN





Ve druhém pokusu byla aktivita NADP-ME po nativní elektroforéze stanovena 14. a 28. 
den. Maximum aktivity NADP-ME bylo zaznamenáno 14. den ve skupinách 42Y, Y42 
a Y20. Aktivita NADP-ME byla 28. den v infikovaných skupinách (42Y, Y42 a Y20) vyšší 
neţ ve skupinách K20 a K42 (obr. 14.).  
 
 
Obr. 14. Detekce aktivity NADP-ME v extraktech listů rostlin druhého pokusu separovaných  
nativní elektroforézou v gradientovém 6-12% polyakrylamidovém gelu. Do jamek bylo 
aplikováno 110 µg proteinů. K20 – kontrolní skupina, K42 – skupina rostlin vystavených 
teplotnímu šoku, 42Y – skupina vystavená teplotnímu šoku a poté inokulovaná virem PVY
NTN
, 
Y42 – skupina inokulovaná PVY
NTN






5.4.1.3. Aktivita PPDK 
 
Posledním stanoveným enzymem Hatchova-Slackova cyklu byla PPDK. Zvýšení aktivity 
PPDK bylo detekováno ve skupinách vystavených působení stresových podmínek (obr. 
15.). V prvním pokusu došlo k mírnému nárůstu aktivity PPDK v infikovaných skupinách 
rostlin (42Y, Y42 a Y20) 12. aţ 28. den odběru. Maximum aktivity PPDK bylo zjištěno 
poslední den odběru ve skupině 42Y. Aktivita PPDK se v této skupině lišila o 170% od 
kontrolní skupiny (obr. 15., graf A). Ve druhém pokusu došlo k mírnému zvýšení aktivity 
PPDK jiţ 7. den odběru ve skupinách K42, 42Y a Y42. Další odběrové dny byla aktivita 
PPDK zvýšená hlavně v infikovaných skupinách rostlin (42Y, Y42 a Y20). Maximum 
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Obr. 15. Specifická aktivita PPDK vztaţená na mnoţství rozpustných proteinů v prvním (graf A) 
a ve druhém (graf B) pokusu. Statisticky významné rozdíly stresovaných rostlin od kontrolní 
skupiny (K20) jsou v grafu znázorněny hvězdičkou (* - p < 0,05; * - p < 0,01; * - p < 0,001). K20 – 
kontrolní skupina, K42 – skupina rostlin vystavených teplotnímu šoku, 42Y – skupina vystavená 
teplotnímu šoku a poté inokulovaná virem PVY
NTN
, Y42 – skupina inokulovaná PVY
NTN
 a poté 
vystavená teplotnímu šoku, Y20 – skupina inokulovaná PVY
NTN
. 1.–3. hodinu prvního pokusu 
(graf A) nebyly aktivity enzymu ve skupinách 42Y, Y42 a Y20 detekovány. 
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5.4.2. Vliv kombinovaného stresu na aktivity glykosidas 
 
V obou biologických pokusech byly také stanoveny aktivity glykosidas. Ve všech 
skupinách rostlin byly aktivity glykosidas stanoveny v tripletech. Aktivity glykosidas 
kontrolních skupin rostlin se významně neměnily, zatímco u skupin stresovaných rostlin 
byl detekován nárůst aktivity glykosidas v porovnání s kontrolními skupinami. Statisticky 
významné rozdíly stresovaných skupin rostlin od kontrolní skupiny (K20) jsou označeny 
symbolem *.  
 
5.4.2.1. Aktivita α-glukosidasy 
 
V obou pokusech docházelo ke zvýšení aktivity α–glukosidasy ve skupinách stresovaných 
rostlin v porovnání s kontrolními skupinami (obr. 16.).  
V prvním pokusu byl pozorován rozdíl mezi aktivitami α-glukosidasy v kontrolní skupině 
(K20) a skupině vystavené teplotnímu šoku (K42) 1., 2. a 3. hodinu po aplikaci HS. Vyšší 
aktivita byla detekována ve skupině vystavené HS (rozdíl 200% pro 1. hod., 50% pro 2. 
hod. a 70% pro 3. hod.). Maximum aktivity α-glukosidasy bylo detekováno ve skupině 
Y42 a to hned v několika odběrech (8., 15. a 22. den). Aktivita α –glukosidasy ve skupině 
Y42 se 8. den lišila od kontrolní skupiny o 180%, 15. den odběru o 310% a 22. den se 
aktivita Y42 lišila od K20 o 120% (obr. 16., graf A). 
Ve druhé pokusu došlo v prvním odběru (1. hod.) k nárůstu aktivity α-glukosidasy ve 
skupinách K42, Y42 a Y20 v porovnání s kontrolní skupinou. Maximum aktivity α-
glukosidasy bylo stanoveno jiţ 7. odběrový den ve skupině 42Y (rozdíl 380% od K20). 
Další dny (21. a 28. den) byly aktivity α-glukosidasy ve skupinách infikovaných rostlin 
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Obr. 16. Specifická aktivita α-glukosidasy vztaţená na mnoţství rozpustných proteinů v prvním 
(graf A) a ve druhém (graf B) pokusu. Statisticky významné rozdíly mezi stresovanými skupinami 
a kontrolní skupinou (K20) jsou označeny hvězdičkou (* - p < 0,05; * - p < 0,01; * - p < 0,001). 
K20 – kontrolní skupina, K42 – skupina rostlin vystavených teplotnímu šoku, 42Y – skupina 
vystavená teplotnímu šoku a poté inokulovaná virem PVY
NTN
, Y42 – skupina inokulovaná PVY
NTN
 
a poté vystavená teplotnímu šoku, Y20 – skupina inokulovaná PVY
NTN
. 1.–3. hodinu prvního 
pokusu (graf A) nebyly aktivity enzymu ve skupinách 42Y, Y42 a Y20 detekovány. 
 
5.4.2.2. Aktivita β-glukosidasy  
 
V obou pokusech docházelo ke zvýšení aktivity β-glukosidasy ve skupinách stresovaných 
rostlin, přičemţ aktivita kontrolních skupin se výrazně neměnila (obr. 17.).  
V prvním pokusu byly detekovány rozdíly v aktivitě β-glukosidasy způsobené teplotním 
šokem. Aktivita β-glukosidasy byla 1. hod. ve skupině K42 o 130% větší neţ ve skupině 
K20. Maximum aktivity β-glukosidasy bylo detekováno ve skupině Y42 15. den odběru 
(rozdíl 150% v porovnání s K20).  
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Ve druhém pokusu byl rovněţ pozorován nárůst aktivity β-glukosidasy 1 hodinu po 
aplikaci HS ve skupinách rostlin vystavených teplotnímu šoku (K42, 42Y, Y42). 
Maximum aktivity β-glukosidasy bylo zjištěno poslední 28. odběrový den ve skupinách 
rostlin vystavených kombinovanému stresu (42Y a Y42). Aktivita β-glukosidasy 



































































K20 K42 42Y Y42 Y20
 
Obr. 17. Specifická aktivita β-glukosidasy vztaţená na mnoţství rozpustných proteinů v prvním 
(graf A) a druhém (graf B) pokusu. Statisticky významné rozdíly mezi stresovanými skupinami 
rostlin a kontrolní skupinou (K20) jsou označeny hvězdičkou (* - p < 0,05; * - p < 0,01; * - p < 
0,001). K20 – kontrolní skupina, K42 – skupina rostlin vystavených teplotnímu šoku, 42Y – 
skupina vystavená teplotnímu šoku a poté inokulovaná virem PVY
NTN
, Y42 – skupina inokulovaná 
PVY
NTN
 a poté vystavená teplotnímu šoku, Y20 – skupina inokulovaná PVY
NTN
. 1.–3. 




5.4.2.3. Aktivita α-galaktosidasy 
 
Nárůst aktivity α-galaktosidasy byl pozorován v infikovaných skupinách v obou pokusech 
(obr. 18.).  
V prvním pokusu (obr. 18., graf A) bylo maximum aktivity α-galaktosidasy detekováno ve 
skupině Y20, 42Y a Y42 poslední – 28. odběrový den. Aktivita α-galaktosidasy ve skupině 
rostlin Y20 byla aţ čtyřnásobně větší neţ aktivita kontrolní skupiny K20. 
Ve druhém pokusu (obr. 18., graf B) byl nárůst aktivity α-galaktosidasy zaznamenán 14. 
den odběru v infikovaných skupinách rostlin (42Y, Y42 a Y20). Další 21. den následovalo 
sníţení aktivity α-galaktosidasy ve skupině 42Y a Y42 v porovnání s předchozím odběrem. 
Maximum aktivity α-galaktosidasy bylo stanoveno poslední 28. den odběru ve skupině 
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Obr. 18. Specifická aktivita α-galaktosidasy vztaţená na mnoţství rozpustných proteinů v prvním 
(graf A) a druhém (graf B) pokusu. Statisticky významné rozdíly mezi stresovanými skupinami 
rostlin a kontrolní skupinou (K20) jsou znázorněny hvězdičkou (* - p < 0,05; * - p < 0,01; * - p < 
0,001). K20 – kontrolní skupina, K42 – skupina rostlin vystavených teplotnímu šoku, 42Y – 
skupina vystavená teplotnímu šoku a poté inokulovaná virem PVY
NTN
, Y42 – skupina inokulovaná 
PVY
NTN
 a poté vystavená teplotnímu šoku, Y20 – skupina inokulovaná PVY
NTN
. 1.–3. 
hodinu prvního pokusu (graf A) nebyly aktivity enzymu ve skupinách 42Y, Y42 a Y20 detekovány. 
 
5.4.2.4. Aktivita α-mannosidasy 
 
Změny aktivity α-mannosidasy byly zaznamenány ve skupinách rostlin vystavených 
působení stresových podmínek (obr. 19.).  
Pro skupiny rostlin v prvním pokusu byly zjištěny výrazné změny aktivit α-mannosidasy 
ve vzorcích odebraných 1 hodinu po aplikaci HS, kdy byla aktivita α-mannosidasy větší ve 
skupině vystavené teplotnímu šoku. V dalších odběrech byl pozorován jen mírný nárůst 
aktivity α-mannosidasy v infikovaných skupinách oproti skupinám K20 a K42. Maximum 
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aktivity α-mannosidasy bylo detekováno 28. den ve skupině Y20. Hodnota naměřené 
aktivity ve skupině Y20 se od skupiny K20 lišila o 180%. 
Ve druhém pokusu bylo maximum aktivity α-mannosidasy detekováno 14. den odběru ve 
skupině 42Y (rozdíl 100% od K20). V dalších odběrových dnech (21. a 28. den) byla 
zvýšená aktivita α-mannosidasy detekována ve skupinách rostlin vystavených 
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Obr. 19. Specifická aktivita α-mannosidasy vztaţená na mnoţství rozpustných proteinů v prvním 
(graf A) a ve druhém (graf B) pokusu. Statisticky významné rozdíly mezi stresovanými skupinami 
rostlin a kontrolní skupinou (K20) jsou znázorněny hvězdičkou (* - p < 0,05; * - p < 0,01; * - p < 
0,001). K20 – kontrolní skupina, K42 – skupina rostlin vystavených teplotnímu šoku, 42Y – 
skupina vystavená teplotnímu šoku a poté inokulovaná virem PVY
NTN
, Y42 – skupina inokulovaná 
PVY
NTN
 a poté vystavená teplotnímu šoku, Y20 – skupina inokulovaná PVY
NTN
. 1.–3. 
hodinu prvního pokusu (graf A) nebyly aktivity enzymu ve skupinách 42Y, Y42 a Y20 detekovány. 
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5.4.2.5. Aktivita β-N-acetylhexosaminidasy 
 
 
V prvním pokusu (obr. 20., graf A) byl pozorován vliv teplotního šoku na zvýšení aktivity 
β-N-acetylhexosaminidasy 1., 2. a 3. hodinu odběru. K největšímu zvýšení aktivity β-N-
acetylhexosaminidasy ve skupině vystavené teplotnímu šoku došlo 1. hod. po aplikaci 
teplotního šoku. Ve skupinách infikovaných PVY
NTN
 byl pozorován nárůst aktivity β-N-
acetylhexosaminidasy 15., 22. a 28. den odběru. Největší hodnota aktivity β-N-acetyl-
hexosaminidasy byla detekována 28. den ve skupinách Y42 a Y20 (rozdíl 300% od K20). 
Ve druhém pokusu (obr. 20., graf B) došlo ke zvýšení aktivity β-N-acetylhexosaminidasy 
ve skupinách vystavených teplotnímu šoku v porovnání s kontrolní skupinou 1 den po 
aplikaci HS. Významné zvýšení aktivit β-N-acetylhexosaminidasy bylo zaznamenáno 14., 
21. a 28. den v infikovaných skupinách rostlin (42Y, Y42 a Y20). Maximum aktivity β-N-
acetylhexosaminidasy v těchto odběrových dnech bylo detekováno ve skupině 42Y 14. den 






































































K20 K42 42Y Y42 Y20
 
Obr. 20. Specifická aktivita β-N-acetylhexosaminidasy vztaţená na mnoţství rozpustných proteinů 
v prvním (graf A) a druhém (graf B) pokusu. Statisticky významné rozdíly mezi stresovanými 
skupinami a kontrolní skupinou (K20) jsou znázorněny hvězdičkou (* - p < 0,05; * - p < 0,01; * - p 
< 0,001). K20 – kontrolní skupina, K42 – skupina rostlin vystavených teplotnímu šoku, 42Y – 
skupina vystavená teplotnímu šoku a poté inokulovaná virem PVY
NTN
, Y42 – skupina inokulovaná 
PVY
NTN
 a poté vystavená teplotnímu šoku, Y20 – skupina inokulovaná PVY
NTN
. 1.–3. 
hodinu prvního pokusu (graf A) nebyly aktivity enzymu ve skupinách 42Y, Y42 a Y20 detekovány. 
5.4.3. Statistické vyhodnocení rozdílu aktivit enzymů mezi infikovanými 
skupinami rostlin 
Pomocí programu ANOVA byly hodnoty detekovaných aktivit enzymů Hatchova-
Slackova cyklu a glykosidas ve skupinách 42Y, Y42 a Y20 statisticky porovnány (tab. 5., 
6. a 7.).  
Z výsledku statistického srovnání těchto hodnot je zřejmé, ţe aktivity enzymů se ve 
skupinách vystavených kombinovanému stresu a samostatné virové infekci výrazně 
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nelišily. Největší rozdíl byl detekován pro enzym α-galaktosidasa 28. den mezi skupinou 
infikovanou PVY
NTN
 (Y20) a skupinami vystavenými působení kombinovaného stresu (42Y a 
Y42). 
 
Tab. 5. Statistické vyhodnocení srovnání aktivit enzymů PEPC, NADP-ME a PPDK ve skupinách 42Y, 
Y42 a Y20 pro první a druhý pokus      * - p < 0,05; * - p < 0,01; * - p < 0,001 
PEPC 
1. pokus 2. pokus 
den Srovnání skupin p den Srovnání skupin p 
15. den 
Y20 - 42Y 0,999 
14. den 
Y20 - 42Y 0,045 * 
Y20 - Y42 0,924 Y20- Y42 0,615 
42Y - Y42 0,897 42Y - Y42 0,083 
22. den 
Y20 - 42Y 0,005 * 
21. den 
Y20 - 42Y 0,012 * 
Y20 - Y42 0,315 Y20 - Y42 0,489 
42Y - Y42 0,209 42Y - Y42 0,222 
28. den 
Y20 - 42Y 0,206 
28. den 
Y20 - 42Y 0,862 
Y20 - Y42 0,793 Y20 - Y42 0,040 * 
42Y - Y42 0,222 42Y - Y42 0,033 * 
NADP-ME 
1. pokus 2. pokus 
den Srovnání skupin p den Srovnání skupin p 
15. den 
Y20 - 42Y 0,011 * 
14. den 
Y20 - 42Y 0,345 
Y20 - Y42 0,346 Y20 - Y42 0,367 
42Y - Y42 0,101 42Y - Y42 0,898 
22. den 
Y20 - 42Y 0,003 * 
21. den 
Y20 - 42Y 0,124 
Y20 - Y42 0,555 Y20 - Y42 0,501 
42Y - Y42 0,169 42Y - Y42 0,576 
28. den 
Y20 - 42Y 0,885 
28. den 
Y20 - 42Y 0,041 * 
Y20 - Y42 0,880 Y20 - Y42 0,463 
42Y - Y42 0,956 42Y - Y42 0,344 
PPDK 
1. pokus 2. pokus 
den Srovnání skupin p den Srovnání skupin p 
15. den 
Y20 - 42Y 0,001 * 
14. den 
Y20 - 42Y 0,045 * 
Y20 - Y42 0,418 Y20 - Y42 0,615 
42Y - Y42 0,115 42Y - Y42 0,083 
22. den 
Y20 - 42Y 0,517 
21. den 
Y20 - 42Y 0,012 * 
Y20 - Y42 0,714 Y20 - Y42 0,489 
42Y - Y42 0,758 42Y - Y42 0,222 
28. den 
Y20 - 42Y 0,194 
28. den 
Y20 - 42Y 0,862 
Y20 - Y42 0,705 Y20 - Y42 0,040 * 









Tab. 6 . Statistické vyhodnocení srovnání aktivit enzymu α–glukosidasy, β-glukosidasy a α-
galaktosidasy ve skupinách 42Y, Y42 a Y20 pro první a druhý pokus  
* - p < 0,05; * - p < 0,01; * - p < 0,001 
α–glukosidasa 
1. pokus 2. pokus 
den Srovnání skupin p den Srovnání skupin p 
15. den 
Y20 - 42Y 0,279 
14. den 
Y20 - 42Y 0,025 * 
Y20 - Y42 0,451 Y20 - Y42 0,340 
42Y - Y42 0,421 42Y - Y42 0,155 
22. den 
Y20 - 42Y 0,308 
21. den 
Y20 - 42Y 0,210 
Y20 - Y42 0,346 Y20 - Y42 0,307 
42Y - Y42 0,677 42Y - Y42 0,799 
28. den 
Y20 - 42Y 0,124 
28. den 
Y20 - 42Y 0,209 
Y20 - Y42 0,485 Y20 - Y42 0,862 
42Y - Y42 0,170 42Y - Y42 0,092 
β-glukosidasa 
1. pokus 2. pokus 
den Srovnání skupin p den Srovnání skupin p 
15. den 
Y20 - 42Y 0,663 
14. den 
Y20 - 42Y 0,561 
Y20 - Y42 0,529 Y20 - Y42 0,584 
42Y - Y42 0,429 42Y - Y42 0,252 
22. den 
Y20 - 42Y 0,031 * 
21. den 
Y20 - 42Y 0,135 
Y20 - Y42 0,050 Y20 - Y42 0,802 
42Y - Y42 0,122 42Y - Y42 0,288 
28. den 
Y20 - 42Y 0,261 
28. den 
Y20 - 42Y 0,003 * 
Y20 - Y42 0,643 Y20 - Y42 0,575 
42Y - Y42 0,286 42Y - Y42 0,140 
α-galaktosidasa 
1. pokus 2. pokus 
den Srovnání skupin p den Srovnání skupin p 
15. den 
Y20 - 42Y 0,003 * 
14. den 
Y20 - 42Y 0,536 
Y20 - Y42 0,467 Y20 - Y42 0,691 
42Y - Y42 0,186 42Y - Y42 0,459 
22. den 
Y20 - 42Y 0,443 
21. den 
Y20 - 42Y 0,049 * 
Y20 - Y42 0,284 Y20 - Y42 0,346 
42Y - Y42 0,931 42Y - Y42 0,473 
28. den 
Y20 - 42Y 0,002 * 
28. den 
Y20 - 42Y 10
-5 
* 
Y20 - Y42 0,492 Y20 - Y42 10
-5  
* 





Tab. 7. Statistické vyhodnocení srovnání aktivit enzymu α–mannosidasy a β-N-acetylhexosaminidasy 
ve skupinách 42Y, Y42 a Y20 pro první a druhý pokus       * - p < 0,05; * - p < 0,01; * - p < 0,001 
α-mannosidasa 
1. pokus 2. pokus 
den Srovnání skupin p den Srovnání skupin p 
15. den 
Y20 - 42Y 0,730 
14. den 
Y20 - 42Y 0,236 
Y20 - Y42 0,776 Y20 - Y42 0,924 
42Y - Y42 0,651 42Y - Y42 0,244 
22. den 
Y20 - 42Y 0,060 
21. den 
Y20 - 42Y 0,001 * 
Y20 - Y42 0,408 Y20 - Y42 0,411 
42Y - Y42 0,524 42Y - Y42 0,090 
28. den 
Y20 - 42Y 0,041 * 
28. den 
Y20 - 42Y 0,088 
Y20 - Y42 0,375 Y20 - Y42 0,001 * 
42Y - Y42 0,130 42Y - Y42 0,079 
β-N-acetylhexosaminidasa 
1. pokus 2. pokus 
den Srovnání skupin p den Srovnání skupin p 
15. den 
Y20 - 42Y 0,001 * 
14. den 
Y20 - 42Y 0,107 
Y20 - Y42 0,475 Y42 - Y42 0,924 
42Y - Y42 0,118 42Y - Y42 0,116 
22. den 
Y20 - 42Y 0,001 * 
21. den 
Y20 - 42Y 0,973 
Y20 - Y42 0,449 Y42 - Y42 0,004 * 
42Y - Y42 0,156 42Y - Y42 0,001 * 
28. den 
Y20 - 42Y 0,322 
28. den 
Y20 - 42Y 0,220 
Y20 - Y42 0,541 Y42 - Y42 0,639 
42Y - Y42 0,357 42Y - Y42 0,626 
5.4.4. Vliv kombinace teplotního šoku a biotického stresu na aktivitu a 
isoenzymové složení peroxidasy 
Vliv stresových faktorů (teplotní šok a virová infekce) a jejich kombinace na aktivitu 
antioxidačního enzymu – peroxidasy byl zkoumán v obou pokusech. Aktivita a 
isoenzymové sloţení peroxidasy byly detekovány v gradientovým gelu po nativní 
elektroforéze.  
V prvním pokusu byla aktivita peroxidasy detekována pro 22. a 28. den odběru. Aktivita 
peroxidasy byla 22. den zvýšená v infikovaných skupinách rostlin (42Y, Y42 a Y20), kdy 
došlo i ke změnám isoenzymového sloţení peroxidasy v porovnání se skupinou K20 a 
K42. Rovněţ byla aktivita peroxidasy zvýšená v infikovaných skupinách rostlin i 28. den. 
V tento den došlo ale i ke zvýšení aktivity peroxidasy ve skupině K42 a ke změně 
isoenzymového sloţení peroxidasy v této skupině v porovnání s kontrolní skupinou (obr. 
21.).  
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Ve druhém pokusu byla aktivita peroxidasy a její isoenzymové sloţení detekováno ve 
skupinách rostlin odebraných 1. hod., 14., 21. a 28. den. Vlivem teplotního šoku došlo 1. 
hod. k mírnému zvýšení aktivity peroxidasy a ke změnám isoenzymového sloţení ve 
skupinách K42, 42Y a Y42. Další dny (14., 21. a 28. den) byla aktivita peroxidasy zvýšená 
v infikovaných skupinách rostlin (42Y, Y42 a Y20). V těchto skupinách došlo i ke 
změnám isoenzymového sloţení peroxidasy (obr. 22.).   
Samotná virová infekce a teplotní šok, nebo jejich kombinace způsobily změny 
v zastoupení jednotlivých isoforem rozpustných peroxidas. V extraktech stresovaných 
rostlin (K42, 42Y, Y42 a Y20) byly detekovány isoformy s vyšší pohyblivosti 
v prorovnání s kontrolní skupinou (K20) (obr. 21 a 22.). 
 
Obr. 21. Detekce aktivity a isoenzymového sloţení peroxidasy po nativní elektroforéze 
v gradientovém  6-12% polyakrylamidovém gelu v 1. pokusu. Do jamek bylo aplikováno 95 µg 
proteinů. K20 – kontrolní skupina, K42 – skupina rostlin vystavených teplotnímu šoku, 42Y – 
skupina vystavená teplotnímu šoku a poté inokulovaná virem PVY
NTN
, Y42 – skupina inokulovaná 
PVY
NTN





Obr. 22. Detekce aktivity a isoenzymového sloţení peroxidasy po nativní elektroforéze 
v gradientovém 6-12% polyakrylamidovém gelu ve 2. pokusu. Do jamek bylo aplikováno 48 µg 
proteinů. K20 – kontrolní skupina, K42 – skupina rostlin vystavených teplotnímu šoku, 42Y – 
skupina vystavená teplotnímu šoku a poté inokulovaná virem PVY
NTN
, Y42 – skupina inokulovaná 
PVY
NTN








Proteiny HSP70 jako chaperony jsou klíčovými molekulami v buňce. Podílejí se na 
správném sbalení nově syntetizovaných proteinů i částečně denaturovaných proteinů a 
brání jejich agregaci [56-58]. Vlivem různých stresových podmínek dochází k denaturaci 
proteinů, ke zvýšené syntéze některých proteinů a tedy stoupá význam HSP70 pro buňku 
[56]. Typickým příkladem takových stresů je zvýšená teplota – teplotní šok nebo virová 
infekce, při které dochází k syntéze velkého mnoţství virových proteinů. Funkce HSP70 
v případě virové infekce však není jednoznačná.  
Není zřejmé, zda proteiny HSP70 jsou součástí obranné odpovědi rostliny podobně jako u 
abiotických stresových faktorů, nebo zda napomáhají viru v jeho multiplikaci a šíření 
rostlinou. Například bylo zjištěno, ţe na jednu stranu teplotní stres inhibuje hypersenzitivní 
odpověď tabáku vůči viru tabákové mozaiky a bramboru vůči X viru bramboru [3, 6], na 
druhou stranu zvýšená teplota zvyšuje obrannou odpověď (umlčování RNA) v rostlinách 
N. benthamiana infikovaných virem krouţkovitosti člunatce [8]. 
Existují studie, ze kterých vyplývá, ţe rostlinné proteiny HSP70 jsou důleţitou součástí 
procesů infekčního cyklu viru, např. u mutantních rostlin neobsahující gen pro HSP70 
dochází k vyšší odolnosti vůči virové infekci (tab. 1, str. 16). U některých virů bylo 
dokonce zjištěno, ţe si tvoří virové homology HSP70, které umoţňují jejich translokaci 
[83, 84]. Na druhou stranu v jiných modelových systémech se zdá být zvýšené zastoupení 
HSP70 spojeno s opětovným ustavením rovnováhy proteinů a navozením rezistence [85, 
86]. Rostliny pravděpodobně mohou v rámci zkříţené obrany vyuţít proteiny HSP70 
nabyté abiotickým stresem k obranné odpovědi vůči biotickému stresu. Společné 
komponenty signálních kaskád teplotního stresu a stresu způsobeného rostlinným virem a 
jejich moţný synergický účinek vyjadřuje následující hypotetický model na obr. 23. 
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Obr. 23. Vlivem teplotního šoku dochází ke zvýšení fluidity plasmatické membrány (PM) [97]. 
Následkem zvýšené membránové fluidity se otevírají kanály pro vápenaté ionty, čímţ se zvyšuje 
koncentrace Ca
2+
 v buňce. Vápenaté ionty se váţou na kalmodulin za vytvoření komplexu, který 
interaguje s kalmodulin dependentními proteinkinasami (CDPK), které se podílejí na fosforylaci 
(aktivaci) transkripčních faktorů teplotního šoku (HSF). HSF následně indukují expresi proteinů 
HSP70 [98-100, 177]. Zvýšené hladiny cytosolových Ca
2+
 iontů také aktivují enzym produkující 
ROS - RBOHD (z angl. respiratory burst oxidase homolog D) lokalizovaný na plazmatické 
membráně. K aktivaci enzymu dochází přímo vápenatými ionty nebo po působení Ca
2+
 
dependentních proteinkinas (CaDPK). Aktivaci RBOHD se zvyšuje mnoţství ROS v buňce, čímţ 
dochází k aktivaci HSF a následně ke zvýšené expresi HSP70 [102, 103]. Příčinou zvýšené syntézy 
HSP70 vlivem tepla a také virové infekce je nahromadění agregovaných a denaturovaných proteinů 
v buňce. V cytosolu a ER dochází k odpovědi na zvýšenou koncentraci nesbalených proteinů - 
UPR (z angl. unfolded protein response), tím ţe se v těchto částech buňky zvyšuje mnoţství 
proteinů HSP70 [97, 178]. Signální dráha vedoucí ke zvýšení hladiny HSP70 společná pro teplotní 
šok a také virovou infekci je znázorněná červenou šipkou.  
 
V praxi se vyuţívá také princip termoterapie, kdy infikované rostliny jsou postupně 
vystaveny vyšším a vyšším teplotám, čímţ dochází k ozdravení rostliny (tab. 2., str. 18). 
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Mechanismus tohoto procesu však není znám a odpověď vůči dlouhodobému působení 
zvýšené teploty se pravděpodobně odlišuje od působení teplotního šoku. 
V této práci byla sledován vliv teplotního šoku aplikovaného jak před tak po inokulaci na 
rozvoj infekce PVY
NTN
 v rostlinách tabáku (Nicotiana tabacum L., cv. Petit Havana SR).  
Z výsledků této práce vyplývá, ţe mnoţství viru PVY
NTN
 detekované metodou ELISA je 
v rostlinách vystavených teplotnímu šoku (Y42, 42Y) vyšší neţ v kontrolní skupině (Y20) 
pěstované při konstantní teplotě 20°C a konstantních dalších podmínkách jako je osvětlení, 
relativní vlhkost vzduchu, reţim noc/den (obr. 7, graf A, str. 42). Ve druhém pokusu také 
teplotní šok urychlil nástup infekce (obr. 7, graf B, str. 42). To by naznačovalo, ţe protein 
HSP70 by mohl napomáhat šíření virových částic, jak bylo zjištěno i v dalších modelových 
systémech (tab. 1., str. 16). Výjimkou, kdy mnoţství viru bylo vyšší ve skupině 
nevystavené teplotnímu šoku představoval 28. den 2. pokusu (obr. 7, graf B, str. 42), coţ 
můţe souviset s konkrétním biologickým pokusem, jak jiţ bylo zjištěno i v prvotních 
pokusech provedených v naší laboratoři [179, 180]. Důleţitou roli v tom, jak teplota 
ovlivní průběh virové infekce v rostlinách zřejmě hrají podmínky inokulace rostliny virem, 
kmen inokulovaného viru, druh rostliny, vývojové stádium rostliny, fyziologický stav 
rostliny, délka působení teplotního stresu a také hodnota aplikované teploty.  
Pro zjištěni korelace mezi mnoţstvím proteinů HSP70 a virovými částicemi PVY
NTN
 bylo 
ve všech skupinách rostlin detekováno mnoţství HSP70 dvěma imunochemickými 
metodami, jednak na nitrocelulosové membráně a také metodou ELISA.  
Oba způsoby provedení kombinovaného stresu (aplikace HS před nebo po inokulaci virem) 
ovlivnily průběh infekce. Teplotní šok aplikovaný na rostliny před i po inokulaci PVY
NTN
 
zvyšoval mnoţství proteinu HSP70 v obou pokusech a urychlil nástup symptomů virové 
infekce ve druhém pokusu. Mnoţství proteinu HSP70 korelovalo s mnoţstvím viru 
v infikovaných rostlinách (42Y, Y42 a Y20), především 22. den v prvním pokusu (obr. 8., 
str. 44) a 14. den ve druhém pokusu (obr. 10., str. 47). 
Samotné působení teplotního šoku zvyšovalo mnoţství proteinů HSP70 ve stresovaných 
rostlinách především v bezprostřední době po vystavení stresu, a to 1. hod a 1. den po 
aplikaci HS (obr. 9., str. 45). V rostlinách vystavených kombinovanému stresu se zvýšení 
HSP70 vlivem teplotního šoku můţe podílet na urychlení propagace virových částic. 
Konkrétně se protein HSP70 můţe podílet na syntéze virových částic a jejich šíření 
rostlinou.  
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Další moţností, jak studovat interakce proteinů HSP70 s rostlinnými viry je pouţití 
molekulárně-genetických metod, např. metoda kvasinkového dvojhybridního systému (z 
angl. yeast two hybrid method). 
Působením stresových podmínek na rostlinu dochází k metabolickým změnám. Některé 
metabolické dráhy rostlin jsou více aktivní, zvyšuje se syntéza látek, kterými se rostlina 
brání proti působení stresových podmínek, jiné metabolické dráhy jsou naopak omezeny. 
Teplotní šok a virová infekce ovlivňují fotosyntézu rostlin, metabolismus sacharidů a 
syntézu látek působících proti oxidativnímu stresu a také jiné metabolické dráhy [102, 107, 
115, 130-134]. V této práci byl studován vliv působení stresových podmínek (teplotní šok, 
virová infekce), nebo jejich kombinace na aktivitu enzymů Hatchova-Slackova cyklu, 
glykosidas a peroxidasy.  
Enzymy Hatchova-Slackova cyklu jsou v naši laboratoři známy jako markery virové 
infekce PVY
NTN
 v rostlinách Nicotiana tabacum [137-139]. Vlivem virové infekce 
v rostlinách tabáku došlo ke zvýšení aktivity enzymů PEPC, NADP-ME a PPDK ve 
všech infikovaných skupinách rostlin (Y42, 42Y a Y20), a to především 12-28.den (obr. 
11., 12., 15., str. 50, 51, 53). NADP-ME je pravděpodobně spolu s PEPC a PPDK spojen 
s udrţováním redoxní rovnováhy v buňce pomocí poskytování redukčního ekvivalentu 
NADPH podílejícího se na antioxidačních mechanismech [137]. Z výsledků je patrné 
významné zvýšení jak ve skupině kombinovaného působení stresu (Y42, 42Y) tak 
samostatného (Y20). K synergickému efektu působení kombinovaného stresu však patrně 
nedochází vzhledem k podobně vysokým enzymovým aktivitám v infikovaných skupinách 
rostlin (obr. 11., 12., 15., str. 50, 51, 53, tab 5, str. 62). Regulace NADP-ME v rostlinách 
tabáku stresovaných PVY
NTN
 se uskutečňuje na úrovni syntézy de novo, zatímco regulace 
PEPC a PPDK probíhá pomocí fosforylace specifickými kinasami [137, 138, 182]. Jejich 
zapojení do signálních kaskád obranných reakcí však není známo. Samotný teplotní šok 
zvyšoval pouze aktivitu NADP-ME v rostlinách tabáku 1. hodinu a 1. den po aplikaci (obr. 
12, str. 51). Vzhledem k tomu, ţe protein HSP70 se můţe podílet i na stabilizaci některých 
enzymů a u NADP-ME byla tato interakce prokázaná [183], je moţné, ţe zvýšená aktivita 
NADP-ME je důsledkem jeho stabilizace proteinem HSP70.  
Další sledovanou skupinou enzymů byly glykosidasy. Výsledky naznačují, ţe jak virová 
infekce, tak teplotního šok zvyšovaly aktivitu glykosidas v listech tabáku, přičemţ teplotní 
šok indukoval zvýšenou aktivitu glykosidas především ihned po jeho působení (1.-3. hod, 
1. den), zatímco virová infekce PVY
NTN
 aţ po několika dnech (obr. 16.–20. str. 55-61). 
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Kombinovaný stres způsobuje stejné zvýšení aktivit glykosidas jako samostatné působení 
stresu, opět patrně k synergickému efektu nedochází (obr. 16.–20. str. 55-61, tab. 6., 7., str. 
63, 64). Vzhledem k tomu, ţe působením glykosidas se zvyšuje mnoţství sacharidů 
v buňce, rostlina si tímto krokem pravděpodobně zvyšuje energetickou zásobu buňky. 
Sacharidy slouţí jako důleţité signální molekuly podílející se na zvýšení rezistence rostlin 
proti působení stresových faktorů (abiotických a biotických) [184]. V  diplomové práci 
(Kloudová, 2012) bylo zjištěno, ţe biotický stres v podobě PVY
NTN
 způsoboval mírný 
nárůst mnoţství glukosy, mannosy a výrazné zvýšení glukosa-6-fosfátu v rostlinách tabáku 
společně se zvýšením aktivit některých glykosidas. Jednalo se o aktivitu enzymu β-N-
acetylhexosaminidasy a aktivitu vakuolární a extracelulární β-fruktosidasy [185]. 
Obecně se glykosidasy účastní hydrolýzy glykosidových vazeb v molekulách 
polysacharidů, glykoproteidů a dalších glykokonjugátů [150]. Katalyzují také hydrolýzu 
většiny hlavních glykosidových vazeb v  polysacharidech buněčné stěny, čímţ se podílejí 
na opravě buněčné stěny, na expanzi, diferenciaci a maturaci rostlinné buňky [151]. 
Ve stádiu senescence rostlin se zvyšuje aktivita β-glukosidasy odštěpující sacharidy 
buněčné stěny nebo thylakoidní membrány, z důvodu zvýšení energetické zásoby buňky 
[164, 169]. α-glukosidasy katalyzující hydrolýzu škrobu a maltosy také zvyšují mnoţství 
monosacharidů při klíčení semen [159]. Aktivita tohoto enzymu byla nejvíce zvýšená ve 
skupině Y42 15.-28. den po inokulaci (obr. 16, graf A, str. 55). Enzym β-glukosidasa 
odštěpuje glukosu z inaktivních forem rostlinných hormonů (auxinů, kyseliny abscisové a 
cytokinů) a tím je aktivuje [186]. Tímto krokem můţe β-glukosidasa modulovat obrannou 
odpověď rostlin vůči stresovým faktorům. Vlivem teplotního šoku, virové infekce a také 
kombinace stresových faktorů došlo ke zvýšení specifické aktivity β-glukosidasy (obr. 17., 
str. 56).  
Výsledkem působení teplotního šoku a virové infekce na rostlinu dochází ke zvýšení 
mnoţství reaktivních forem kyslíku, které jsou pro rostlinu nebezpečné. Proti tomuto 
oxidativnímu stresu se buňka brání zvýšenou syntézou antioxidantů a antioxidačních 
enzymů, např. peroxidasy. Aktivita a isoenzymové sloţení peroxidasy bylo specificky 
stanoveno v gradientovém gelu po nativní elektroforéze. Ke zvýšení aktivity a změnám 
isoenzymového sloţení peroxidasy došlo vlivem virové infekce ve skupinách rostlin 42Y, 
Y42 a Y20 v obou biologických pokusech (obr. 21. a 22., str. 65). 
Výsledky této práce naznačují, ţe mnoţství dostupných proteinů HSP70 pravděpodobně 
ovlivňuje mnoţství a rychlost šíření virových částic v rostlinách tabáku. Metabolická 
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odpověď rostlin vystavených kombinovanému působení stresových faktorů (zvýšená 
aktivita PEPC, NADP-ME, PPDK, glykosidas a peroxidasy) se výrazně neliší od 
metabolické odpovědi rostlin vystavených samostatnému působení stresu. To by mohlo 














































 Teplotní šok (42°C, 2. hod.) aplikovaný na rostliny Nicotiana tabacum před nebo 
po inokulaci Y virem bramboru zvyšoval mnoţství viru PVY
NTN
 a urychloval 
nástup infekce  
 
 Teplotní šok zvyšoval mnoţství proteinů HSP70 1 hod. a 1 den po aplikaci HS ve 
skupinách rostlin vystavených samotnému HS (K42), nebo kombinaci HS a virové 
infekce (42Y a Y42) 
 
 Vlivem virové infekce došlo ke zvýšení mnoţství proteinů HSP70 ve skupinách 
rostlin vystavených působení kombinovaného stresu i samotné virové infekce 
 
 Teplotní šok zvyšoval aktivitu NADP-dependentní malátdehydrogenasy (oxalacetát 
dekarboxylační) 1. hod. po aplikaci HS 
 
 Virová infekce a kombinace virové infekce a HS vedly ke zvýšení aktivit enzymů 
fosfoenolpyruvátkarboxylasy, pyruvát, fosfátdikinasy a NADP-dependentní 
malátdehydrogenasy (oxalacetát dekarboxylační) 
 
 V infikovaných skupinách rostlin byl detekován nárůst aktivity α-glukosidasy, β-
glukosidasy, α-galaktosidasy, α-mannosidasy, β-N-acetylhexosaminidasy 
 
 Vlivem virové infekce a kombinace teplotního šoku a virové infekce došlo ke 
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